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Zur Frage des Vorkommens von Aminosiiurendecarb- 
oxylasen, sowie der Histaminase, Tyramin- und 
Tryptaminoxydase in pflanzlichem Material, sowie 
iiber eine blutdrucksteigernde Substanz in Hefe. 
Von 
E. Werle und W. Boden*. 
(Aus dem Laboratorium der chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie, Diisseldortf. ) 
(Eingegangen am 26, Februar 1910.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der Niere und Leber verschiedener Tiere konnten Fermente 
nachgewiesen werden, die unter bestimmten Bedingungen die pharma- 
kologisch unwirksamen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Histidin 
zm kreislaufaktiven Aminen zu decarboxylieren vermégen (1—8). 
Interessanterweise enthalten diese Organe auch Enzyme, die diese 
Amine oxydativ wieder zu unwirksamen Substanzen abbauen (9— 15). 
Es sind dies die Histaminase und die Tyraminoxydase. Im _ fol- 


genden berichten wir nun iiber Versuche, die sich mit der Frage 


befassen, ob diese bisher nur in tierischem Material beobachteten 
Fermente auch in anderen Organismen vorkommen. Als Untersuchungs- 
objekt wahlten wir Hefe, Kartoffel und Gurke. 

Im Hinblick auf die Méglichkeit, da fermentativ entstehende 
Amine durch Hefe in Gegenwart von Sauerstoff inaktiviert und so dem 
Nachweis entzogen werden kénnten, wurden die Versuche, in denen auf 
eine Fahigkeit der Hefe zur Decarboxylierung von Histidin, Trypto- 
phan, Tyrosin und Dioxyphenylalanin gepriift werden sollte, unter 
anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Zu den Versuchen wurden 
wisseriger Hefeextrakt und Hefeautolysat verwendet. Durch Zugabe 
von Phosphatpuffer wurden die Extrakte und Autolysate auf py 8 
eingestellt und dann die genannten Aminosiduren zugesetzt. Die 
Ansaitze wurden mit sauerstofffreiem Stickstoff 2 Minuten lang durch- 
strémt und unter Toluol 5 Stunden bei 37° gehalten. Dann wurden 
die VersuchsgefaBe auf 6° abgekiihlt und die Ansatze am Blutdruck des 
Hundes pharmakologisch ausgewertet. Die Neubildung einer kreislauf- 
aktiven Substanz konnte dabei in keinem Falle nachgewiesen werden. 
Das gleiche negative Ergebnis zeitigten Versuche mit gairender Hefe. 
Die Hefe laBt allerdings die Aminosauren nicht unangegriffen. Nach Ehr- 
lich (16) werden namlich Tyrosin und Tryptophan durch garende Hefe 


* D 12. 
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unter Wasseraufnahme und unter Abspaltung von Ammoniak 4 


Kohlendioxyd zu den Alkoholen Tyrosol bzw. Tryptophol abgeba 

In ganz entsprechender Weise wurde untersucht, ob Hefeextra: 
und Hefeautolysat Histamin, Tyramin und Tryptamin zu inaktivier 
vermag. Da diese Inaktivierung bei tierischen Geweben unter Sauerstoft 
verbrauch einhergeht (14, 15), waren diese Versuche bei guter Nauerstof| 
versorgung durchzufiihren. Im Glasarm nach Krebs wurden den A) 
sitzen an Stelle von Aminosauren die entsprechenden Amine zugesetzt 
Nach zweistiindiger Versuchsdauer wurden die noch vorhandene: 
Aminmengen am Blutdruck des Hundes bestimmt. 

In keinem Falle konnte eine Abnahme des zugesetzten Tyramins 
oder Tryptamins beobachtet werden. Daf Hefe keine Histaminase 
enthalt, wurde in einer Arbeit, die nach dem AbschluB unserer Unter 
suchung erschien, von Kdlbacher (17) nachgewiesen. Giarende Hefe 
griff Tyramin, Tryptamin und Oxytyramin nicht an. Histamin dagegen 
welches zu Hefeansatzen gegeben wurde, verschwand aus den Reaktions- 
lésungen; rasch und fast vollstandig in Ansatzen mit garender Hefe 
langsam und unvollstandig in Ansaétzen mit nicht garender Hefe. Das 
Histamin wird aber nicht abgebaut, sondern von der Hefe ad- oder 
absorbiert, so das die Substanz pharmakologisch unwirksam. wird. 
Wahrend zweistiindiger Garung werden z. B. von 400 y Histamin in 





einem Garansatz mit 400mg Hefe 390 Histamin aufgenommen, 
wahrend unter gleichen Bedingungen (Schiittelthermostat) nicht 
girende Hefe nur 50 Histamin aufnahm. Das gebundene Histamin 
wird wieder in Freiheit gesetzt durch Aufkochen der Hefe mit Saure 
oder Autolysieren mit Essigester. Bringt man den gleichen Ansatz im 
Verlauf von 48 Stunden durch wiederholten Zuckerzusatz einige Male 
zum Garen, so findet man schlieBlich das ganze zugesetzte Histamin 
wieder in Lésung; es wird also von der Hefe nicht angegriffen. 

Daf} girende Hefe rasch Substanzen aus dem umgebenden Medium 
aufnimmt, ist von Garversuchen her bekannt. So nimmt Hefe rascher 
Traubenzucker aus der verdiinnten Lésung auf als die Garung einsetzt 
und man kann den verschwundenen Traubenzucker bei raschem Arbeiten 
wieder zuriickgewinnen (18). Ebenso wird Vitamin B, aus dem Gargut 
von der Hefe aufgenommen und gespeichert. 

Bei der Auswertung der Versuchsansiatze war in jedem Falle die 
Eigenwirkung der Hefeextrakte bzw. Autolysate zu beriicksichtigen. Die 
intravenése Injektion von Hefeextrakt ergab keine Veranderung des 
Blutdrucks, die der autolysierten Hefe aber ergab eine Blutdruck 
steigerung, auf die wir noch zuriickkommen werden. 

Die Versuche mit Kartoffel- und Gurkenextrakt wurden in ent 
sprechender Weise wie die mit Hefeextrakt durchgefiihrt. Das Ergebnis 
der Versuche war auch hier negativ. Bei der Auswertung der Ansatze 
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nit Kartoffel- und Gurkenextrakt war wie bei den Hefeversuchen die 
Kigenwirkung der Extrakte in Rechnung zu setzen. Die Kartoffel- und 
Gurkensafte erwiesen sich namlich als kreislaufaktiv. Frischer Kartoffel- 
saft bewirkt Blutdrucksenkung. Nach 4Sstiindigem Stehen verursachte 
et Blutdrucksteigerung. Manchmal bewirkte erecine Blutdrucksteigerung, 
an die sich eine ebenso grofe Senkung anschloB. Bei der Gurke rief 
frischer Saft eine Blutdrucksteigerung hervor. Die Natur der hierbei 
wirksamen Substanzen wurde noch nicht naher untersucht. 

Beziiglich der Kreislaufwirkung von Kartoffel und Gurkensaft ist 
folyendes bekannt: Yoshimura (19), Holtz (20), Owry (21), Oury und 
Bacq (22) zeigten, dai} Kartoffelsaft eine Blutdrucksenkung verursacht, 
die wahrscheinlich auf einen Cholinester, vermutlich Acetylcholin, 
zuriickzufiihren ist, Gurkensaft verhalt sich nach Holtz wie Kartoffel 
saft, ist aber nur sehr schwach wirksam. Das Abweichen unserer 
Versuchsergebnisse von denen der erwahnten Autoren kénnte darin 
begriindet sein, dab die Kreislaufaktivitat der Extrakte zu verschiedenen 
Zeiten nach ihrer Bereitung untersucht worden ist. 

Die intravenése Injektion von Hefeautolysat aus Backerhefe bewirkt 
beim Hund wie erwahnt eine Blutdrucksteigerung. Das Vorkommen der 
blutdrucksteigernden Substanz beschrankte sich nicht auf die von uns 
zunachst gewahlite Backerhefe. Sie wurde auch in anderen Hefesorten 
angetroffen, und zwar in Bierhefe der Firma L6wenbrau-Miinchen, in 
Hefe der Firma Bast-Niirnberg, sowie in Hefe M des Instituts fiir 
Garungsgewerbe Berlin. 

Die blutdrucksteigernde Wirkung der Hefeautolysate steigt mit 
zunehmender Autolysatmenge nur bis zu einem gewissen Grade. Injiziert 
man namlich gréBere Mengen Autolysat, so folgt einer anfanglichen 
Blutdrucksteigerung eine deutliche Senkung. Dieser Kurvenverlauf ist 
offenbar dem Zusammenwirken von im Extrakt nebeneinander vor 
kommenden blutdrucksteigernden und -senkenden Substanzen zu ver- 
danken. Dal Hefe eine blutdrucksenkende Substanz enthalt. die Hefe- 
adenvlsidure, ist lange bekannt. Uber eine blutdrucksteigernde Substanz 
in der Hefe war unseres Wissens bisher nichts bekannt. 

Die blutdrucksteigernde Substanz ist offenbar nicht frei im Zellsaft 
der Hefe gelést, denn man erhalt sie nicht durch Extraktion mechanisch 
zerstérter Hefezellen. Autolysiert man die Hefe mit Essigester oder 
kocht man sie mit Wasser, so geht die Substanz in Lésung. Die Aus- 
beute an blutdrucksteigernder Substanz ist nach kurzem oder lingerem 
Aufkochen gleich groB.  Verdampft man die Kochextrakte zur 
Trockne und extrahiert den Riickstand mit Ather, so bleibt die 
Substanz ungelést. Sie verliert beim Kochen mit Natronlauge und 
ven 


u 


Salzsiure ihre Wirkung. Nie ist gegen Alkali empfindlicher als ge 
Salzsiure. Sie wird durch Bestrahlen mit ultraviolettem Licht nicht 
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zerstért. Die blutdrucksteigernde Substanz der Hefeautolysate wird 
unter Sauerstoffverbrauch durch ein Ferment zerstért, das an die Strul 
tur der Hefe gebunden ist. Schiittelt man namlich die autolysierend 
Hefesuspension und den zellfreien Hefeextrakt bei 37° 4 Stunden unte: 
Sauerstoff, so geht die blutdrucksteigernde Substanz des Hefesaftes 
verloren, wahrend sie unter N, erhalten bleibt. Die oxyvdative Ze 


stérung der blutdrucksteigernden Substanz wird durch Blausaure nicht 


vehemmt. 

Der Versuch, die blutdrucksteigernde Komponente der Hef 
extrakte von der blutdrucksenkenden durch Dialyse zu trennen, gelang 
nur unvollstandig. Beide Stbstanzen sind namlich niedermolekulat 
Eine fast vollstandige Trennung kann durch wiederholtes Schiitte!n 
der Autolysate mit Tonerde Cy bewirkt werden, wobei die blutdruck- 
steigernde Substanz in der Restlésung verbleibt, wahrend die blut- 
drucksenkende adsorbiert wird. 


Abb. 1. Die blutdrucksteigernde Substanz der Hefe; ihre Inaktivierung durch Hefezellrest: 
Hund in Morphium-Athernarkose. Carotisdruckkurve. Ausgangshéhe 120mm Hg. 
Bei 1: Injektion von 1 cem Hefekochextrakt. Bei 2: Injektion von 0,3 ccm Hefeautolysat (ent 
sprechend 0,1 g Biickerhefe). Bei 3: Injektion von 0,3 cem Hefeautolysat, zusammen mit Hefe 
zellresten 4 Stunden bei 37° unter Sauerstoff geschiittelt Bei 4: Injektion von 0,3 cem reine! 
Hefeautolysat, durch Zentrifugieren von Hefezellresten befreit, 4 Stunden bei 37° unter Sauet 
stofft geschiittelt 


Versuchsteil. 
1. Gewinnung von Hefeextrakt. 
Je 1g Backerhefe werden mit Seesand im Morser zerrieben und 
mit je 2cem Wasser extrahiert. Der Extrakt wird vom Ungelésten 
auf der Zentrifuge abgetrennt. 


2. Gewinneng von Hefeautolysat. 


20 ¢ Hefe werden mit 20 ccm Essigsdureathylester verfliissigt und 
mit 20 cem Wasser verriihrt. Nach 60 Minuten wird das Autolysat mit 
Natriumbicarbonat neutralisiert und dann abzentrifugiert. 

3. Gewinnung von Hefekoche xtrakt. 

Je 1g Hefe werden in 20 com Wasser suspendiert und aufgekocht 

Der Extrakt wird nach dem Erkalten klar abzentrifugiert. 
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{. Versuchsansdtze zur Frage einer Decarboxrylierungstaihigkeit der Hefe. 


Beispiel: 1. 2,56cem Hefeextrakt + 10mg Tyrosin, gelést in 2,5 ¢em m 5 
sek, Phosphat. 
2,5cem Hefeextrakt + 10mg Tryptophan, gelést in 2,5 cem 
m5 sek. Phosphat. 
2,5cem Hefeextrakt + 10 mg Histidin, gelést in 2,5 cem m5 
sek. Phosphat. 
2,5cem Hefeextrakt + 2,5c¢em m5 sek. Phosphat (Kontroll 
versuch), 
Die Ansaitze wurden mit Stickstoff 2 Minuten lang durchstr6émt und 
5 Stunden bei 37° belassen. Mit Hefeautolysat wurden entsprechende 
Versuche durchgetiihrt. 


5. Versuchsansdtze zur Frage der Inaktivierbarkeit von Tyramin, 
Tryptamin und Histamin durch Hefe. 
Beispiel: 1. bis 3. 4,0cem Hefeextrakt + 5mg Tyramin baw. Tryptamin bzw. 
200 y Histamin in 3,0 cem m5 sek. Phosphat gelést. 
4. 4,0 ccm Hefeextrakt + 3,0 cem m5 sek. Phosphat (Kontroll- 
versuch). 

Die Ansatze wurden im Glasarm nach Avrebs 2 Stunden lang unter 
Sauerstoffzufuhr bei 37° geschiittelt. 

Biologische Auswertung der Ansatze nach Abkiihlung auf 6° am 
Blutdruck des narkotisierten Hundes. Es wurde keine Bildung bzw. 
Inaktivierung von Aminen festgestellt. Lediglich im Inaktivierungs- 
ansatz mit Histamin war eine Abnahme um 50 zu beobachten, 


6. Versuche mit gdrender Hefe. 

a) Decarboxylierungsversuche. Og Hete und 10g Traubenzucker 
werden in 100 cem H,O aufgenommen. Zu je 10 cem Suspension werden 
gegeben 3ccm m5 sek. Natriumphosphatlésung und 20 mg Tryptophan 
baw. Tyrosin, Histidin und Dopa. Nach 2,5stiindiger Garung bei 37° 
werden die Ansatze biologisch ausgewertet. 

b) Versuche zur Inaktivierung von Aminen. Zu je 10 cem Suspension 
werden gegeben 2 mg Tyramin bzw. Oxytyramin, Tryptamin bzw. | mg 
Histamin., 


Die biologische Auswertung der Ansatze der Versuche a und b 
ergab keine Bildung bzw. keine Inaktivierung von Aminen. Lediglich 


das zugesetzte Histamin nahm ab, es werden wiedergefunden 150+. 


c) Vergleich des Histaminverbrauchs bei gdirender und nicht gdrender Hefe. 
Ansiitze: 1. 4cem Hefesuspension + 400 y Histamindichlorhydrat in 1 cem 
Wasser. 
2. Wie 1, jedoch + Zucker. 


Nach fiinfstiindigem Schiitteln bei 37° waren im ersten Ansatz (keine 
Garung) noch vorhanden: 240 y» Histamin, im zweiten Ansatz: 15,0 y. 

Die Auswertung der Ansatze erfolgt wie bei allen Ansatzen mit Histamin 
bzw. Histidin am isolierten, atropinisierten Meerschweinchendiinndarm. 

d) Wiedergewinnung des verschwundenen Histamins. Die Hete der 
Ansatze wird abzentrifugiert und mit je 4c¢em Wasser gewaschen. Nach 
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dem Zentrifugieren werden je 0,1 cem Essigester zugegeben. Nach 60 Min 
wird das Autolysat mit 4ccm H,O versetzt. In weiteren Ansatzen w 
mit | eem konz. Salzsiure aufgekocht und dann mit 10°,iger Natron! 
neutralisiert. 

Das ,.verschwundene™ Histamin war nunmehr quantitativ wieder 
freigelegt. 


Herstellung von Kartoffel- und Gurkeneatrakt. 


500 ¢ Kartoffel wurden diinn geschalt, gemahlen und durch ei) 


Tuch ygepreBt. Aus dem PreBsaft wurde die Kartoffelstarke durch 


Zentrifugieren entfernt. Die Schalen wurden nach dem Mahlen im 
Moérser mit Seesand zerrieben, mit 20 ecm Wasser extrahiert, durch 


ein Tuch gepreBt und klar zentrifugiert. Die Gurken wurden in gleicher 
Weise behandelt wie die Kartoffeln. 


a) Versuchsansdtze zur Frage einer Decarborylierungsfahigkeit 
Kartoffe l und Gurkenextrakten. 
Ansiitze 1—2. 2,5 ceem Saft aus den geschalten Karitoffe.kno len — J0mg 
Tyrosin bzw. 10 mg Tryptophan in 2,5 cem m5 sek. Phosphat gelést 
3. 2.5cem Saft aus den geschalten Kartoffelknollen 
2,5 cem m5 sek. Phosphat. 


Dieselben Ansitze wurden mit Kartoffelschalen durchgefiihrt. 


b) Inaktivierungsversuche mit Gurkensaft. 


Ansiitze 1—2. 4,0cem Gurkensaft + 5 mg Tyramin bzw. 200 y Histami 
dichlorhydrat in 3,0cem m5 sek. Phosphat gelést. 
3. 4.0cem Gurkensaft + 3,0 cem m5 sek. Phosphat (Kontro! 


versuch), 

Die gleichen Versuche wurden auch mit Gurkenschalenextrakt dure! 
gefiihrt. 

Es konnte weder Bildung noch Inaktivierung von Aminen beo! 
achtet werden. 
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Uber das Verhalten des Kallikreins. 
des Inaktivators aus Lymphdriisen. der Substanz Dk. 
sowie der Histidin-decarboxvlase 
bet der Kataphorese. 
Von 
EK. Werle und J. Diumer *. 
(Aus dem Laboratorium der chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie, Diisseldor?.) 
(Eingegangen am 7, Marz 1910.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Zur Durchfithrung der Kataphoresen bedienten wir uns des von 
H. Theorell (1) angegebenen Apparates. Da die von uns der Kata- 
phorese unterworfenen Substanzen in nicht neutralen Lésungen emp- 
findlich sind und Wirksamkeitsverluste erleiden, wurden die Versuche 
bei verhaltnismaBig niedriger Temperatur vorgenommen. Diese wurde 
durch eine wasserdurchstrémte Kiihlschlange erzielt, die im Thermo- 
statenbecken versenkt wurde. 


1. Kataphorese des Kallikreins. 

Fiir die elektrische Uberfiihrung wurden Kallikreinpraparate aus 
Submaxillarisdriisen, Pankreas, Harn und Blutserum verwendet. Wir 
gingen jeweils von Trockenpraparaten aus, die in Pufferlésungen  be- 
stimmter H*+-Konzentration gel6st wurden. 


a) Kata phore se des Kallikreins aus Submavillarisdriisen vom Schacein. 


Kallikreinlésungen aus Subimaxillarisdriisen vom Schwein (2) 
werden nach folgendem, von #. Werle ausgearbeiteten Verfahren ge- 
wonnen!: Submavxillarisdrisen werden nach dem Zerkleinern in 
schwach saurer Lésung 72 Stunden bei 37° autolysiert. Danach 
wird vom Ungelésten abfiltriert und das Filtrat 72 Stunden dialysiert. 
Im Dialysat wird das Kallikrein durch Aceton gefallt. Der Nieder- 
schlag wird dann noch durch Aceton und Ather in ein trockenes Pulver 
iibergefiihrt. Von den so erhaltenen Pulvern werden Proben in 60 cem 
(0.01 molarer Pufferlésung von verschiedenem py aufgenommen. Die 
Lésung wird klar filtriert. 45 ccm davon werden jeweils zur Beschickung 
des Kataphoreseapparates verwendet. 


pe 2 ee 


1 Die ausfiihrliche Beschreibung des Verfahrens erfolgt demniachst. 
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Das U-Rohr wurde jeweils gefiillt bis zur Zelle 3. einschlie! 


J. Daumer: 


(Abb. 1.) Ein Auftreten der zu tiberfiihrenden Substanz, z. B. von Kalli. 


krein, in den Zellen 2 und 1 auf der 


Ancden- oder Kathodenseite bzw . ei; 


Fehlen oder Abnehmen der Substanz in den Zelley 3 


A A 


1 


tralisiert, da z.B 





U-folr 
Abb. 1. 


4 bedeutet Wanderung des Stoffes. Nach Beendiguny 
_ der im stark sauren Gebiet durchgefiihrten Kata. 
Ze/e phoresen wurde der Inhalt der einzelnen Zellen jeu 
. Kallikrein gegeniiber Sauren un. 
bestandig ist. Die Messung des Kallikreingehalts jn 
den verschiedenen Zellen wurde am mit Morphium 
Ather narkotisierten Hund mit Hilfe des Ludwigschen 
Hg-Manometers durchgefiihrt. 


Versuchsbeispiel. Die zur Kataphorese verwendet 
Loésung enthalt in m,/100 Phosphatpufferlésung vom py 7,5 6,7 KE. pro 
cem. Versuchstemperatur : 24,2°. Stromstarke:5,0 Milliamp. Versuchsdaue: 
17 Stunden. 


Tabelle IL. 














Anode Kathode Anode K athode 
Zelle KE. ccm KE./cem Zelle KE./cem KE. m 
vor der nachder vor der nach der vor der |nachder vor der nach der 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- | Kata- Kata-  Kata- 
Nr. phorese phorese phorese phorese Nr. phorese| phorese phorese phores¢ 
1 0.0 4,0 0,0 0,0 4 6,7 6,0 6,7 | 0,3 
2 0.0 5,0 0,0 0,0 U-Rohr 6,7 6,0 6,7 | 0,16 
3 6,7 6,0 6,7 0,0 





Die Werte der Tabelle lassen im schwach alkalischen py-Bereic! 
eine starke Wanderung des Kallikreins zur Anode erkennen. 

In Tabelle Il sind die Ergebnisse weiterer Kataphoresen mit 
Kallikrein aus Submaxillarisdriisen in den verschiedenen px-Bereichen 


tabellarisch zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Versuchs- 


Strom- 


Tem- 
Nr. peratur) p dauer stiirke in 
in °C in Stunden Milliamp. 
1 25,3 | 3,20 3 6,0 
2 20,0 3,20 41/, 5.0 
3 | 25,2 | 4,30 31/5 6,0 
4} 24,0 5,04 17 4,8 
6 || 24,2 | 7,60 17 5,0 
6 || 24,2 | 7,60 17 5,0 
7 | 24,2 8,88 3 8.0 
8 24,4 9,00 10 5,0 


Aus der Tabelle ergibt sich: 


pu 4,0 wandert das Kallikrein kathedisch, es ist also positiv gelade: 


Mol. Kon- Zusammensetzung ‘Wanile 
zentration der der : 


Pufferlésung Pufferlésung —— 
0,02 H Cl-Citrat Kathod 
0,02 HCl-Citrat Kathod: 
0,02 H Cl-Citrat Anode 
0,02 Na-Citrat Anode 
0,02 Na-K-Phosphat Anode 
0,02 Na-K-Phosphat | Anod 
0,02 Na-Phosphat Anode 


0,02 NaOH-Glykokoll Anode 


Im stark sauren Bereich unterhal! 
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Von pu 4,3 bis px 9.0 wandert die Substanz anodisch, ist also in diesem 
pu-Bereich negativ geladen. Das Kallikrein besitzt also ein ampho- 
teres Molekiil von schwach saurer Natur. Der isoelektrische Punkt 
der Substanz liegt etwa bei pu 4,2 und ist somit verhaltnismabig weit 
im sauren Gebiet gelegen. Diese Tatsache laBt vermuten, daB das 
Molekiil Gruppen von verhaltnismaBig stark saurer Natur enthalt 

Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich weiter folgendes: 
|. Das Kallikrein wird beim Stromdurchgang nicht zerstért. 2. Die 
Substanz, welche den Lésungen die blutdrucksenkende Wirkung ver- 
leiht, ist einheitlich: niemals, auch nicht in den folgenden Versuchen 
mit Kallikrein anderer Herkunft, war eine Wanderung aktiver Substanz 
nach beiden Seiten zu beobachten. 


hb) Kataphorese des Kallikreins aus Pankreas. 

Die verwendeten Praparate waren wie das Kallikrein aus Sub- 
maxillarisdriisen gewonnen. Es wurden jeweils 0,1 g Pankreas-Trocken- 
pulver in 50cem Pufferlésung aufgenommen. Der Wanderungssinn 
des Praparats in verschiedenen py-Bereichen war der gleiche wie beim 
Kallikrein aus Submaxillarisdriisen. 

1. Versuchsbeispiel. Die zur Kataphorese verwendete Lésung enthalt in 
m/100 Salzséiure-Citratpufferlésung vom py 3,52 5 Kallikreineinheiten 
pro cem. Versuchstemperatur 20°. Stromstarke: 4,2 Milliamp. Versuchs- 
dauer: 6 Stunden. Tabelle III veranschaulicht die Versuchsergebnisse. 


Tabelle LI. 





Anode Kathode Anode Kathode 
Zelle KE./cem KE./ecm Zelle KE. cem kK E./cem 
vorder nachder vorder nach der vor der nachder vorder nachder 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- 
Nr. phorese phorese | phorese phorese Nr phorese phorese phorese phorese 
1 0.0 0,0 0,0 0.0 4 5.0 4,0 5,0 5.0 
2 0.0 0.0 0.0 2.0 U-Rohr 5,0 5,0 5,0 5,0 
3 5,0 0,4 5,0 5,0 





2. Versuchsbeispiel. Die zur Kataphorese verwendete Losung enthalt 
in m/100 Phosphatpufferlésung vom py 8,0 3,5 Kallikreineinheiten pro 
ccm. Versuchstemperatur: 20°. Stromstarke: 2,5 Milliamp. Versuchs- 
dauer: 31), Stunden. Ergebnis siehe Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Anode Kathode Anode Kathode 
Zelle K E. ecm KE./cem Zelle K E./cem KE. cem 
vorder nachder vorder nachder vorder nachder vorder nachdet 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- 
Nr. phorese phorese | phorese phorese Nr. phorese phorese phorese phorese 
] 0,0 3,5 0,0 1,0 4 3,5 2,6 3,5 
2 0.0 3,5 0,0 3,5 U-Rohr 3.5 2,5 3,5 3,5 
3 3,5 2,5 3,5 3,5 
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Aus den Versuchsbeispielen geht hervor: Im sauren px- Bereich Wa: 


derung zur Kathode, im alkalischen py-Bereich Wanderung zur Ano: 
In der Tabelle V sind die mit Pankreas-Kallikrein ausgefiihrt 
Kataphoresen zusammengestellt. 


Tabelle V. 





Tem- Versuchs- Strom- Mol. Kon- Zusammensetzung Wand 
Nr. peratur) Py dauer stirke in zentration der der ssc 
in °C in Stunden Milliamp. Pufferlésung Pufferlésung ca aa 
1 | 20 3,52 6 4,2 0,02 H Cl-Citrat Kathod 
2) 290 | 4,59 1), 5,0 0,02 H Cl-Citrat Anod 
3 20 6,12 4}/, 4,6 0,02 Na-K-Phosphat Anod: 
{ 20 8,0 31/, 2,5 0,02 Na-Phosphat Anode 


Aus Tabelle Vist zu erkennen, daB bei py 3.52 die Substanz nicht 
stark kathodisch wandert und bei py 4,59 sich stark anodisch fort 
bewegt. Demnach diirfte der isoelektrische Punkt wie beim Kallikrein 
aus Submaxillarisdriisen nahe bei pu 4,2 liegen. 

c) Kataphorese des Kallikreins aus Menschenharn. 

Es wurden Praparate verwendet, die nach dem Benzoesaure 
verfahren (3) hergestellt worden waren. Die Kallikreinlésungen wurden 
mit dem doppelten Volumen Aceton gefallt und der Niederschlag aut 
der Zentrifuge durch Aceton und Ather getrocknet. 

Versuchsbeispiel. Es kam eine Lésung zur Verwendung, die in m 100 
Phosphatpuffer vom pq 8 9,5 Kallikreineinheiten pro ccm enthielt. Ver 
suchstemperatur: 25°. Stromstiarke: 5 Milliamp. Versuchsdauer: 161/, Stun 
den. Tabelle VI gibt die MeBresultate wieder. 


Tabelle VI. 





Anode Kathode Anode Kathode 
Zelle K E./eem KE./cem Zelle K E./eem KE./eem 
vor der nachder vor der nach der vorder nachder vorder nachdes 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata 
Nr. phorese phorese phorese phorese Nr. phorese phorese phorese phores 
1 0,0 5,0 0,0 0,0 4 9,5 8,5 9,5 0,0 
2 0.0 5.0 0.0 0,0 U-Rohr 9.5 9,5 9,5 0.0 
3 9,5 6,0 9,5 0.0 





In Tabelle VII sind simtliche Kataphoreseversuche mit Kallikrei 
aus Menschenharn zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Tem- Versuchs- Strom- Mol. Kon- Zusammensetzung Wand 
Nr. peratur) py dauer stiirke in zentration der der Pacthaesca 
in °C in Stunden Milliamp Pufferlésung Pufferlisung — 
I 20 4,0 231), 4,5 0,02 H Cl-Citrat Kathod 
2 23,8 4,43 4 2,7 0,01 H Cl-Citrat Anode 
3 | 24 5,04 151), 5 0,02 Na-K-Phosphat | Anod 
i; 20 8,0 221 /o 7 0,02 Na-Phosphat Anode 
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Wie der Wanderungssinn der Substanz bei py 4,0 und 4,43 ergibt, 
muB der isoelektrische Punkt nahe bei px 4,2 liegen, denn bei py 4.48 
war eine Wanderung nach der Anode nur eben deutlich. 

Der braune Farbstoff der Harnkallikreinpraparate zeigte sowohl 
im sauren als auch im alkalischen Gebiet den gleichen Wanderungs- 
sinn wie das Kallikrein. 


d) Kataphorese des Kallikreins aus Blutserum 

Fiir diese Versuche verwendeten wir Kallikreinpraparate, die nach 
dem von &. Werle (4) beschriebenen Caseinverfahren aus Schweine 
blutserum hergestellt und dann weiter gereinigt worden waren. Eine 
Kallikreineinheit war in diesen Praparaten an etwa 1,0 mg organische 
Substanz gebunden. Auch hier wurde das Kallikrein in ein Trocken 
pulver tibergefiihrt. 

Versuchsbeispiel. Zur WKataphorese kam eine m 100 Phosphatpuffer- 
lisung vom py 8,0 mit emem Kallikreingehalt von 1,0 KE. pro cem. 


Versuchstemperatur: 20°. Stromstirke: 2,5 Milliamp. Versuchsdauer: 
17} , Stunden. Ergebnisse: Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 





Anode Kathode Anode Kathode 
Zelle KE. cem KE. ecm Helle KE.cem KE.'cem 
vorder nachder vorder nachder vorder nachder vorder nachder 
Kata- Kata- Kata Kata- Kata Kata- Kata- Kata- 
Nr. phorese phorese phorese phorese Nr. phorese phorese phorese phorese 
1 0,0 0.8 0,0 0.0 { 1,0 0.9 1.0 0,1 
2 0.0 0.8 0.0 0,0 U-Rohr 1.0 0.8 1.0 0,5 
3 1,0 0,8 1.0 0.0 





Die Kataphoreseversuche mit Kallikrein aus Blutserum, die der 
Tabelle LX zugrunde liegen, lassen erkennen: Das Kallikrein wandert 
im sauren pu-Bereich bis 4,05 stark kathodisch, im schwacher sauren 
und im alkalischen Bereich anodisch, wahrend bei py 4,3 eine Wanderung 
weder anoden- noch kathodenwarts stattfindet. 


Tabelle IX. 





Tem- Versuchs- = Strom- Mol. Kon- Zusammensetzung Wand 

Nr. peratur) py dauer stiirke in| zentration der der : pene 
0C in Stunden Milliamp. Pufferlosung Pufferlésung sic itt 

I 20 4,05 6 5.0 0,02 H Cl-Citrat Kathode 

2 20 | 4,30 16 5,0 0,02 H Cl-Citrat keine 

Wanderung 
3 20 | 6,14 141), 5,0 0,02 Na-K-Pbosphat Anode 
4; 20 |80 17), 2,5 0,02 Na-Phosphat Anode 


Der isoelektrische Punkt des Kallikreins aus Blutserum liegt wie 
bei den Kallikreinen aus Submaxillarisdriisen, Pankreas und Menschen- 
harn bei pu 4.2. 
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Aus der Gesamtheit der Kataphoreseversuche mit Kallikrein 
Submaxillarisdriisen, Pankreas, Menschenharn und Blut ist zu erseh: 
daf die als Kallikrein angesprochene Substanz in den Praparaten ve; 
schiedener Herkunft sich im Spannungsgefalle des elektrischen Strony 
in jedem pu-Bereich stets gleichartig verhalt, was neben den bishe: 
iiber die Kallikreine bekanntgewordenen Eigenschaften fiir die Identit 
bzw. auBerst nahe Verwandtschaft der Substanzen aus Driisen, Har 
und Blut spricht. In jedem Falle verhalt sich. die Substanz amphote: 
und zwar wie eine schwache Saure. Eine wesentliche Reinigung de: 
Substanz hat sich mit Hilfe der Kataphorese zunachst nicht erziele: 
lassen. 
2. Kataphorese des Inaktivators des Kallikreins. 

Verwendet wurde Inaktivator aus Rinderohrspeicheldriisen. Das 
Praiparat wurde in Anlehnung an das von H. Kraut, E. K. Frey und 
KE. Werle (5) angegebene Verfahren hergestellt und weiter gereinigt | 
Auch hier wurden Trockenpulver in Pufferlésung aufgenommen und 
der Kataphorese unterworfen. 

Die biologische Auswertung der Versuche gestaltete sich kom 
plizierter, als jene fiir das Kallikrein. Fiir die einzelnen Kammern 
muBte nach der Kataphorese der Gehalt an Inaktivator an Hand der 
Inaktivierungsfahigkeit der Lésungen fiir Kallikrein in Reihenversuchen d 
ermittelt werden. Dies geschah in der von H. Kraut, FE. K. Frey und 
E. Werle (5) angegebenen Weise: Eine konstant bleibende Kallikrein 
menge wurde in Gegenwart von Bicarbonatlésung mit sinkenden Mengen 
der Inaktivatorlésungen zusammengegeben und eine Stunde im Thermo 
staten bei 37° belassen. Als eine Inaktivatoreinheit wurde dann die- 
jenige Menge Inaktivator erkannt, die unter den gegebenen Versuchs 
bedingungen eben eine Kallikreineinheit zu inaktivieren vermochte. Fiir 





die Kataphoreseversuche wurden jeweils 400 mg des Trockenpulvers 
aufgelést, eine Inaktivatoreinheit war an 52 y org. Substanz gebunden 

1. Versuchsbeispiel. Die zur Kataphorese verwendete Lésung enthielt 
in m_ 100 Salzsaiure-Citratpufferlésung vom py 4,08 125 Inaktivatoreinheiten 
pro cem. Versuchstemperatur: 20°, Stromstirke: 10,0 Milliamp. Versuchs di 
dauer: 4 Stunden. Versuchsergebnis: Tabelle X. 








. . Wl 
Tabelle X. 
x 
Anode K athode Anode Kathode T 

: Inakt. Einh.’cem Inakt. Einh./ecm : Inakt. Einh./eem Inakt. Einh. cer 

Zelle ’ Zelle 

vorder nachder vor der nachder vor der nachder vorder nach der K 

Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata 
Nr. phorese phorese phorese phorese Nr. phorese, phorese phorese phoresé st: 
1 0,0; 0,0 | 0,0 31,0 4 125,0 80,0 1250 - dr 
2 0.0 0,0 0,0 78,0 | U-Rohr  125,0 a 125,0 | 125,0 fa 
3 126,0 | 16,0 || 125,0; 80,0 R 
re’ 


1 Die ausfiihrliche Beschreibung des Reinigungsweges erfolgt demnachst 
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2. Versuchsbeispiel. Die Losung enthalt pro cem 100 Inakt. Einh. ; pq 10,8, 
eingestellt durch Glykokoll-NaOQH-Puffer. Versuchstemperatur : 20°. Strom- 
stirke: 12,5 Milliamp. Versuchsdauer: 4 Stunden. 


Tabelle XI. 





Anode Kathode Anode Kathode 
Inakt. Einh.'’cem Inakt. Einh./eem . Inakt. Einh.'eccm Inakt. Einh. ecm 
Zell Zelle 
vor der nachder vorder nachder vorder nachder vorder nachder 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- 
Nr phorese phorese phorese phorese Nr. phorese phorese phorese phorese 
1 0,0 0.0 0,0 4 100,0 100,0 100,0 100,0 
2 0,0 13,4 0.0 0.0 U-Rohr 100.0 100,0 
3 100.0 100.0 100.0 50.0 





Der Inaktivator verhalt sich bei der Kataphorese, wie die Versuchs- 
beispiele und Tabelle XII belegen, anders als das Kallikrein. Er 
wandert im Bereich von py 4,0 bis 9,0 kathedisch, jenseits py 10.0 
anodisch. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate der Kataphorese- 
versuche mit Inaktivatorlésung zusammengestellt. 


Tabelle XII. 





Tem- Versuchs- Strom- Mol. Kon Zusamme nsetzung Wande 
Nr. peratur pu _ dauer stirke in zentration der der itinanaiich 
0¢ in Stunden Milliamp. Pufferlésung Pufferlésung 
l 20 4,08 4 10,0 0,05 H Cl-Citrat Kathode 
21 20 4,78 51/4 6,0 0,02 H Cl-Citrat Kathode 
3 | 20 6,00 5 11,0 0,05 Na-K-Phosphat Kathode 
41) 20 7,42 9 2,8 0,02 Na-K-Phosphat Kathode 
5 |; 20 7,86 31'y 7,5 0,02 Na-K-Phosphat Kathode 
6 20 8,86 4 5,0 0,02 Na-K-Phosphat Kathode 
7 20 10,8 4 12,5 0,05 NaOH-Glykokoll Anode 


Der isoelektrische Punkt des Inaktivators des Kallikreins liegt 
also zwischen pu 9 und 10. Der Inaktivator ist also wie das Kallikrein 
amphoter und ist als schwache Base aufzufassen. Wahrend also das 
Kallikrein saure Gruppen im Molekiil enthalt, ist der Inaktivator durch 
den Besitz starker basischer Gruppen ausgezeichnet. 

Da der Inaktivator durch proteolytische Enzyme abgebaut wird 
und er, wie Dialyseversuche (4) ergaben, kein allzu groBes Molekiil 
besitzt, stellt er einen stark basischen Eiweifkérper dar, etwa vom 
Typus der Histone. 

Aus dem kataphoretischen Verhalten des Inaktivators und des 
Kallikreins ergibt sich die interessante Feststellung, daB diese Sub- 
stanzen unter physiologischen Milieubedingungen entgegengesetzte La- 
dungen besitzen. Man kénnte demnach die Inaktivierungsreaktion auf- 
fassen als eine ,,Salzbildung‘‘ zwischen der ..Base* Inaktivator und der 
Saure’’ Kallikrein, durch welche die pharmakologische Wirkung 
reversibel aufgehoben wird. 
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3. Kataphorese der Substanz DK. 





Die darmaktive, uteruserregende und blutdrucksenkende Su! 





stanz DK (6,7), welche beim Versetzen von Serum mit Kallikrei 
entsteht, wurde nach Werle, Gétze und Keppler (6) gewonnen. Di 
DK-Loésungen wurden fiir die Zwecke dieser Versuche im Vakuin 
zur Trockne eingeengt und in Pufferlésung aufgenommen. Die Aj 







wertung der Versuche erfolgte am isolierten Meerschweinchendickdar) 





Versuchsbeispiel. Zur Verwendung kam eine DK-Lésung in m |\) 
Salzsiure-Citratpuffer vom py 3,47. Versuchstemperatur: 20°. Str 
starke: 5,0 Milliamp. Versuchsdauer: 24 Stunden. Die in dieser Ausgan 
im cem enthaltene DK-Menge wird mit der Zahl 100 bezeich: 









losung 





Tabelle XIII. 














A node Kathode Anode Kathod 
DK-Menge DK-Menge DK-Menge DK-Mer 
Zelle in %/y/eem in °/y/eem Zell in °/9/ecm in %/o/¢ 
vorder nachder vorder nachder vorder nachder vorder n 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kat 






phorese phorese phorese phorese Nr. phorese phorese | phorese ph 















l 0,0 0,0 0,0 60,0 4 100.0 100,0 
2 0,0 0.0 0.0 80.0 U-Rohr 100.0 95.0 100.0. 98,0 
3 100.0 0,0 100,0 90,0 








In Tabelle XIV sind die Ergebnisse der Kataphoreseversuche 1 
der Substanz DK in verschiedenen py-Bereichen zusammengestellt 


Tabelle XIV. 








Tem- Versuchs- Strom- Mol. Kon- Zusammensetzung Wal 

Nr. peratur PH dauer stirke in zentration der der Bs shane mn 
oC in Stunden Milliamp. Pufferlésung Pufferlésung iia K 
7 i rad , 6, 

l 20) 3,47 24 5,0 0,02 H Cl-Citrat Kathod 
2! 20 | 3,89 ~ 221), 8,0 0,02 H Cl-Citrat Kathod 7 

8} 20 | 5,0 31, 12,0 0,02 Na-K-Phosphat Kathod 
} 20 9,0 4 2,0 0,02 NaOH-Glykokoll Kathod a 


Aus ihr geht hervor, dai im ganzen gepriiften px-Bereich ein 
Wanderung der Substanz DK zur Kathode festzustellen ist. In der 
Substanz DK liegt also ein Molekiil mit einheitlicher positiver Ladung 


vor, das somit basischer Natur ist. 


4. Kataphorese der Histidindecarboxylase. 

Die von E. Werle und H. Herrmann (8) aufgefundene Histidu 
decarboxylase vermag Histidin durch Abspaltung von Kohlensaur 
in Histamin iiberzufiihren. Das Ferment ist gegeniiber Aceton und Athet 
so empfindlich, daB man aus seinen Lésungen mit Hilfe dieser organisc lie! 
Lésungsmittel keine aktiven Trockenpulver gewinnen kann. Zur Kata- & sin 
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phorese wurden daher frische mit Pufferlésung verdiinnte Kaninchen- 
nit renextrakte verwandt. Die Ermittlung der Fermentkonzen- 
tration in den einzelnen Zellen nach der Kataphorese erfolgte dann 
in der Weise, da die in ihnen vorhandenen Lésungen mit Histidin 
und mit sekundairem Natrium-Phosphatpuffer versetzt wurden. Zu 
jeem Fermentlésung wurden 2 ccm (0.2 mol. sekundare Natrium- 
phosphatlésung und 5 mg Histidin zugegeben. Das Ferment lie man 
unter Stickstoff 3 Stunden bei 37° auf Histidin einwirken. Die dabei 
vebildete Histaminmenge galt als Ma fiir die in den einzelnen Zellen 
vorhandene Fermentmenge. Sie wurde jeweils am _ isolierten Meer- 
schweinchendiinndarm quantitativ ermittelt. 

1. Versuchsbeispiel. Zur Kataphorese gelangte eine Fermentlésung 
in m/50 Phosphatpufferlésung von py 5,31. Temperatur 20°; Strom- 


stirke 8,0 Milliamp., Versuchsdauer 17 Stunden. 


Tabelle XV. 





Anode Kathode Anode Kathode 
y Histamin- y Histamin- y Histamin- y Histamin- 
bildungdurchdie bildung durch dic bildungdurchdie bildung durch dic 
Zelle Fermentlésung Fermentlisung Zelle Fermentlésung Fermentlésung 
; pro ecm pro cem pro ecm pro eem 
vorder nachder vorder nach der vorder nachder vor der nach der 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata 
Nr. phorese phorese phorese phorese Nr. phorese phorese phorese phorese 
] 0.0 0.0 0,0 0.1 4 3,2 0,45 © 2.4 
2 0,0 0.0 0.0 1,65 | U-Rohr 3,2 1.50 3,2 3,2 
3 3,2 0,0 3,2 2,7 





2. Versuchsbeispiel. Zur Kataphorese wurde eine Fermentlésung in 


m 50 Phosphatpuffer vom py 7,56 verwendet. Sie vermochte vor det 
Kataphorese pro | eccm unter den oben angegebenen Versuchsbedingungen 
6,6 y Histamin zu bilden. Versuchstemperatur: 20°. Stromstirke: 8,5 Milli- 
amp. Versuchsdauer: 141, Stunden. 


Tabelle XVI. 





Anode Kathode Anode Kathod 
y Histamin- y Histamin- y Histamin- y Histamir 
bildungdurehdie bildung durch die bildungdurchdie bildungdureh di 
Zelle Fermentlésung Fermentlosung Zell Fermentlisung Fermentlosung 
pro cem pro ccm pro cem pro cem 
vorder nachder vorder nach der vor der nachder vorder nachder 
Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- Kata- K ata- Kata 
Nr. phorese phorese phorese phores¢ Nr. phorese phorese phorese phorese 
l 0,0 1,9 0,0 0.0 4 6.0 6,6 6.0 0,0 
2 0.0 95 0.0 0.0 U-Rohr 6.0 6.6 6.0 1.3 
3 6.0 6.0 6.0 0.0 





Ergebnisse der Kataphoreseversuche. 


Die Versuchsergebnisse mit Lésungen der Histidindecarboxylase 
sind in Tabelle XVII zusammengestellt. 
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Tabelle XVII. 





Tem- Versuchs- Strom- Mol. Kon- Zusammensetzung 
Nr. peratur Py dauer stirke in zentration der der 
04 in Stunden Milliamp Pufferlisung Pufferlésung 


20 5,31 17 8.0 0,02 Na-K-Phosphat Kathod 
2) 6,35 41/, 6,0 0,02 Na-K-Phosphat Kathod 
20 7,56 141), 8,5 0,02 Na-K-Phosphat = Anod 


) 
20 7.88 10 7,2 0,02 Na-K-Phosphat = Anod: 


Aus Tabelle XVII geht hervor, dal im sauren pu-Bereich bis cin 
schlieBlich py 6,35 eine Wanderung zur Kathode stattfindet. Die Versu 
bei pu 7.56 und 7,88 zeigen eine deutliche Wanderung anodenwirts 
Der isoelektrische Punkt der Histidincarboxylase der Kaninchenniere 
extrakte liegt also etwa bei pu 6,5. 
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Uber den Aktivitiitszustand des Kallikreins 
in der Bauchspeicheldriise. 
Von 
E. Werle und K. Urhahn*. 
(Aus der chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie, Diisseldort.) 
(Eingegangen am 7. Marz 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Bauchspeicheldriise des Hundes schickt das von ihr sezernierte 
Kallikrein, zum gréBten Teil inaktiv, in den Verdauungstraktus. Durch 
die Berithrung mit der Darmschleimhaut wird es dann rasch aktiviert (1). 
Es gelingt auch inaktives Kaliikrein aus der Driise zu isolieren, wenn man 
bei der Extraktion gewisse Vorkehrungen trifft, welche autolytische 
Vorgange unterbinden (1). Wir untersuchten nun, ob das Pankreas auch 
anderer Tiere inaktives Kallikrein enthalt, ferner, welches Agens die 
Freilegung des Kallikreins bei der Beriithrung mit der Darmschleimhaut 
bewirkt. Wir priiften ferner, ob diese Cherfiihrung in den aktiven Zu- 
stand eine Folge der gleichzeitig stattfindenden Aktivierung des im 

ankreassaft bzw. Extrakt enthaltenen Trypsins darstellt, oder ob sie 
von ihr unabhangig erfolgt. 


Die Frage, ob auBer der des Hundes auch noch andere Pankreas- 
driisen inaktives Kallikrein enthalten, priften wir beim Menschen, beim 
Rind, Schwein und Hammel. Ferner hatten wir Gelegenheit, Pankreas 
vom Wal in die Untersuchung einzubeziehen. Zuniachst bestatigten wir 
die friiher am Hundepankreas und am Hundepankreasfistelsaft er- 
hobenen Befunde. Dabei verwandten wir zur Aktivierung des inaktiven 
Kallikreins nicht eine Aufschwemmung von Darmschleimhaut bzw. den 
rohen wasserigen Extrakt aus derselben oder den Saft einer T'hierry- 
Vellaschen Darmfistel, sondern gereinigte erepsinfreie Enterokinase- 
lésung. So wurden in einem Extrakt, der aus 1 g Hundepankreas ge- 
wonnen worden war und der 3 KE. in aktiver Form enthielt, durch 
Enterokinasezusatz noch 7 KE. freigelegt. Es kann also die gereinigte 
Enterokinase bei diesem Aktivierungsvorgang die Darmschleimhaut 
ersetzen, woraus mit grober Sicherheit hervorgeht, dab dieses Agens die 
Aktivierung bewirkt. Die Aktivierung des Kallikreins nach Entero- 
kinasezusatz ist stets nach 30 bis 60 Minuten beendet und ihre Ge- 
schwindigkeit ist von der H-lonenkonzentration abhangig. Sie verlauft 
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z. B. bei py 5 langsamer als bei pu 9, obwohl bei px 5 schon eine la 
same Selbstaktivierung auftritt. 






Aus Rinderpankreas wurden bei wasseriger Extraktion in der Kalte 
z. B. 54 KE. inaktiv und 1,5 KE. aktiv pro g frischer Driise erhalten 





Dabei ist bemerkenswert. dab im Gegensatz zu den Verhaltnissen beiyy 





Hundepankreas, wo in der Warme ziemlich rasche Spontanaktivieruny 





eintritt, z. B. nach 51 Minuten langem Belassen bei 37°, noch keine 





Aktivierung eingetreten war, wahrend sie nach Enterokinasezusatz 





schon nach wenigen Minuten beendet ist. Die aktivierte Substanz wat 





nach 5 Minuten langem Kochen zu 95° zerstért. Lhre blutdrucksenkende 





Wirkung nahm nach Atropinisieren des Versuchstieres nicht ab, wahrend 





am gleichen Versuchstier die Wirkung des Acetylcholins auf mindestens 





|, derjenigen vor der Atropinisierung absank. Durch Serum wurde 





die Substanz vo6llig inaktiviert, ebenso durch Driiseninaktivator. 





Merkwiirdigerweise lie sie sich durch Saéure nicht reaktivieren. Bei 





40stiindiger Dialyse gegen stehendes Wasser passierte keine mefbare 





Menge der wirksamen Substanz die Cellophanmembran. 





Hammelpankreas enthielt in einem Fall pro 1 g 4.1 KE. inaktiv und 
2.7 KE. aktiv. In einem anderen Fall konnte allerdings nur aktives 
Kallikrein festgestellt werden. Aus Schweinepankreas kann selbst bei 






auBerst raschem Arbeiten durch wasserige Extraktion kein inaktives 
Kallikrein erhalten werden. Sowohl bei der frischen Driise, als auch bei 
der mit Aceton-Ather getrockneten lag schon nach der kiirzesten Ex- 
traktionszeit, die etwa 1 Min. betrug, das extrahierte Kallikrein in aktiver 
Form vor. Dagegen laBt sich mit absolutem Glycerin leicht inaktives 
Kallikrein der frischen Driise entziehen. So wurden aus der unter ab- 





solutem Glycerin bei 0° zerschnittenen Driise pro 1 g bei 7stiindiger 
Extraktion 5,2 KE. in aktiver und 28,3 KE. in inaktiver Form erhalten. 
Aus Trockenpulver, welches durch Behandeln der Driise mit Aceton-Ather 
erhalten worden war, wurden unter absolutem Glycerin bei 4stiindigem 
Extrahieren pro 1g 50 KE. aktiv und 25 KE. inaktiv gewonnen. 
Das gleiche Pulver lieferte bei 5 Minuten langer wasseriger Extraktion 
pro 1g Pulver 40 KE. ausschlieBlich in aktiver Form. Das Schweine- 
pankreas enthalt also wie das des Hundes inaktives Kallikrein, welches 
aber in wasserigem Medium auerst rasch aktiviert wird. Aus mensch 
licher Bauchspeicheldriise war bei wasseriger Extraktion nur eine eben 
feststellbare Menge inaktives Kallikrein zu extrahieren, wohl deshalb, 
weil die Driisen friithestens 30 Stunden nach dem Tode aufgearbeitet 
werden konnten. Ebenso enthielt menschlicher Pankreassaft, der mit 
Hilfe der Duodenal-Sonde erhalten worden war, kein inaktives Kallikrein. 
Sicher wird der Pankreassaft, bevor er durch die Sonde abgehebert wird, 
durch den Darmsaft aktiviert. 
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Die Ergebnisse der Walpankreasversuche sind folgende: Frischer 
wasseriger Extrakt enthalt neben wenig kochbestandiger blutdruck- 
senkender Substanz nur inaktives Kallikrein: pro 1 g frischer Driise 
x. B. 3,5 KE. Durch Enterokinasezusatz kann die inaktive Substanz in 
aktives Kallikrein tibergefiihrt werden. Eine Spontanaktivierung des 
Kallikreins tritt nicht ein, auch nicht bei langerer Beriihrung des Ex- 
traktes mit dem Gewebe. 

Im wasserigen Extrakt ist sowohl das Kallikrein als auch das 
Trypsin inaktiv. Der Trypsinwert eines Extraks entsprach z. B. vor 
Enterokinasezusatz 0,0, nach Enterokinasezusatz 2.8 cem m5 KOH. 
Bereitet man den wasserigén Extrakt aus Walpankreaspulver, das durch 
Trocknung des Organs mit Aceton-Ather erhalten worden war, so findet 
man auch hier nur inaktives Kallikrein und Trypsin. Es laBt sich dem- 
nach aus gefrorenem Walpankreas selbst nach 6 Monate langer Lage- 
rung Kallikrein und Trypsin ohne besondere VorsichtsmaBnahmen in 
inaktiver Form gewinnen. Walpankreas enthalt verhaltnismaBig wenig 
Kallikrein, dagegen nicht unerhebliche Mengen Trypsin}. 

Nach den am Pankreas verschiedener Tierarten erhobenen Befunden 
darf man annehmen, daB das Kallikrein ganz allgemein in der Driise zum 
groBten Teil in inaktiver Form vorliegt !. 

Erwahnt sei, daB der Kallikreingehalt von Urin und Speichel durch 
Enterokinasezusatz nicht gesteigert werden kann. 

Die Frage nun, ob an der Freisetzung des Kallikreins das durch die 
Enterokinase aktivierte Trypsin beteiligt ist, suchten wir zunachst in 
der Weise zu entscheiden, dai} wir priiften, ob in den Fallen, in denen 
nach Zusatz von Enterokinase eine Steigerung der Kreislaufwirkung 
der Extrakte zu beobachten war, auch eine Steigerung der proteolytischen 
Wirksamkeit derselben auftrat. Es wurde also der Kallikreingehalt und 
die tryptische Aktivitat des Extrakts vor und nach Enterokinasezusatz 
vergleichend bestimmt. Dabei ergab sich, da in allen Fallen, in denen 
durch den Zusatz gereinigter erepsinfreier Enterokinaselésung eine 
Steigerung der Trypsinaktivitat eintrat, auch eine Vermehrung des 
aktiven Kallikreins im Extrakt zu beobachten war. War umgekehrt im 
Extrakt durch Enterckinase keine Steigerung der Ausbeute an aktivem 
Kallikrein zu erzielen, so ergab auch die Titration des Trypsins keine 
Zunahme der Fermentaktivitat. Eine Ausnahme bildete das Verhalten 
eines wasserigen Schweinepankreasextrakts, bei welchem eine erhebliche 
Steigerung der Trypsinaktivitét durch Enterokinasezusatz zu bewirken 


1 Es soll ausdriicklich bemerkt werden, da®B die angegebenen Zahlen 
lediglich die Tatsache des Vorhandenseins von inaktivem Kallikrein belegen 
und nicht angeben, wieviel aktives und inaktives Kallikrein jnsgesamt in 
den Driisen vorhanden ist. 
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war, ohne da gleichzeitig eine Steigerung des Kallikreingehalts « 
vetreten ware. Die tryptische Aktivitat dieses Extrakts war allerdinys 
schon vor dem Zusatz der Enterokinase nicht unbetrachtlich und \ 
héher als bei allen iibrigen in gleicher Weise gewonnenen Schwein 
pankreasextrakten, aber auch viel héher als bei Rinder-, Hammel- wad 
Hundepankreasextrakten. 

Es sei an dieser Stelle erwahnt, daBb die Freilegung von Kallikrein 
nicht eine unspezifische Nebenerscheinung bei der tryptischen Ver 
dauung von Eiweif darstellt; so trat bei der Verdauung von Casein 
Hammarsten keine kreislaufaktive Substanz auf. DaB nicht aktiviertes 
Trypsin selbst kreislaufaktiv ist, geht einmal daraus hervor, dab dic 
tryptischen Aktivitaten und die kreislaufaktiven in den mit Entero- 
kinase aktivierten Ansatzen nicht parallel gehen. Weiterhin war es 
méglich, Kallikrein und aktives Trypsin durch ihre verschiedene Emp- 
findlichkeit gegeniiber Lauge bzw. ihr verschiedenes Adsorptionsver- 
halten zu trennen. 

Aus den Versuchsergebnissen geht also hervor, daB die Aktivierung 
des Kallikreins in enger Beziehung zur Aktivierung des Trypsins steht 
und sie machen es wahrscheinlich, das das aktive Trypsin auf Grund 
seiner proteolytischen Wirkung das Kallikrein aus der inaktiven Form 
freisetzt. Wenn diese Annahme zu Recht besteht, dann miiBbte eine 
Hemmung der Aktivierung des Trypsins in den Extrakten gleichzeitig 
auch die des Kallikreins betreffen. Von Balls und Swenson (2) wurde 
nun aus EKiklar ein Protein isoliert, welches die Aktivierung von Trypsin 
durch Enterokinase zu verhindern vermag. Wir bereiteten uns diesen 
Hemmungskérper nach den Angaben dieser Autoren und iiberzeugten 
uns davon, daB z. B. 2,5 mg dieser Substanz die Aktivierung von 1,0 cem 
wiasserigem Pankreasextrakt durch Enterokinase vollig verhindern 
Wir fanden nun, daB der Hemmungsko6rper aus Eiklar gleichzeitig auch 
die Aktivierung des Kallikreins unterbindet. Dabei ist wichtig zu be- 
merken, daB der Hemmungskoérper Kallikrein nicht zu inaktivieren 
vermag. 

Ein Glycerinextrakt aus Pferdepankreas, welcher zwar aktives 
Trypsin enthielt, aber noch nicht voll aktiviert war, d. h. welcher keine 
iiberschiissige Enterokinase enthielt, vermochte das Kallikrein aus Wa! 
oder Rinderpankreas freizulegen. 

Die Freilegung des Kallikreins kann auch durch Papain bewirkt 
werden. Auch diese Tatsache spricht dafiir, daB die Freilegung ein 
proteolytischer Vorgang ist. 

Der Zusatz von Enterokinase zu Pankreasextrakten, die inaktives 
Kallikrein enthalten, bewirkt also zunachst eine Aktivierung des in 
ihm gleichzeitig enthaltenen Trypsins, das aktive Trypsin legt dann aut 
Grund seiner proteolytischen Aktivitaét das Kallikrein frei. 
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Versuchsteil. 

Gewinnung von inaktivem Kallikvein aus Pankreas verschiedener Tierarten. 
Freisetzung des Kallikreins durch Enterokinase. Bestimmung des aktiven 
und inaktiven Trypsins der Extrakte. 

Die Pankreasextrakte wurden wie friiher angegeben (1) gewonnen. Die 
Walpankreasdriisen waren bei 20° gefroren. Sie wurden durch Stehen 
bei Zimmertemperatur aufgetaut, zerkleinert und mit Wasser | : 3 extrahiert. 
Das aktive Kallikrein wurde direkt im Blutdruckversuch am Hund ermittelt. 


Tabelle 1. Gehalte verschiedener Pankreasarten an inaktivem 


Kallikrein und Trypsin. 





20 Min. Trypsinspaltwert von 


Pankreasextrakt lg rg je leem Extrakt in cem nb 
entha alkoholischer K O 
Extrak- Dauer de! uboholischer 5 ON 
tionsmittel Extraktion : es Vor Akti- Nach Akti- 
vom aus og b.. - vieren durch  vieren durch 
ers AKT. Enterokinase Enterokinase 
Hund frischer Wasser 15 Min. 3.0 12,0 0,23 1.27 
Driise 1:3 
BS Dasselbe Dasseibe 10 ,, 3.0 10.0 
Rind frischer Wasser 10 Min. 1.5 5,4 0.13 1,93 
Driise iss 
Dasselbe Dasselbe 10. ., 0.3 5.7 0,02 925 
_ ss “a LG =; 0.2 2,3 0,00 1,94 
= - 87% 23 Std. 0,0 54 0.04 0,66 
Glycerin 
Hammel frischer Wasser’ 10 Min. a7 t,1 
Driise 1:3 
- Dasselbe abs. 5 Std. 4,11 0,0 0.03 0,03 
Glycerin 
Schwein frischer Wasser 15 Min. 31,5 0,0 0,32 4,32 
Driise ea: 
m Dasselbe abs. 7 Std. 515 283 0,13 1,05 
Glycerin 
Schwein Aceton- Wasser 5 Min. 10,0 0.0 
Ather- 1:10 
Trocken- 
pulver 
- Dasselbe abs. 4Std. 50.0 25.0 
Glycerin 
L:3 
Schwein frischer Wasser 20 Min. 0,0 3,0 0,0 2.8 
Driise 1:3 
“A Aceton- Wasser 5 Std. 0,0 0,6 0,0 1,62 
Ather- 1:10 
Trocken- 
pulver 
Mensch frischer Wasser 15 Min. 1,5 0,0 0,13 0,40 


Driise 1:3 
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Das inaktive Kallikrein ergab sich aus dem Zuwachs des Kallikreinw: 
nach 30 Minuten langer Inkubation der Extrakte mit Enterokinase bei 
Die Trypsinwerte wurden vor und nach Enterokinasezusatz 1 
Willstdtter und Mitarbeitern (3) bestimmt. Zu je leem Extrakt wurde) 
jeweils 2 mg Enterokinase gegeben. Die Versuchsergebnisse sind in Tabe!|« | 





zusammengestellt. 


Identifizierung der nach Enterokinasezusatz entstehenden blutdruc! 
senkenden Substanz mit Kallikrein. 


Die Versuche sind mit einem wiaisserigen Rinderpankreasextrakt 
(1:3, 10 Minuten Extraktionsdauer) angestellt. 


1. Kochversuch. 


Mit Enterokinase aktivierter Rinder pankreasextrakt, 1,0 cem = L5KE., 
wird 5 Minuten iiber freier Flamme gekocht. Danach sind 0.8 cem vollig 
unwirksam Mindestens 95°, der blutdrucksenkenden Substanz sind als 
zerstort. 

2. Inaktivierungsversuche: Mit Serum. 


a) 2cem frisches Hundeserum + 1.5 cem Kallikreinlésung aus Harn, 
enthaltend 1,5 KE. Nach 30 Minuten ist der Ansatz vollig inaktiv. 
b) 2cem Serum + 1,0 cem Rinderpankreasextrakt (mit Enterokina- 


aktiviert und 20 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert). Nach 30 Mi 
nuten ist der Ansatz véllig unwirksam. 


3. Inaktivierungsversuch: Mit Rinderparotisinaktivator (4 


a) O.l eem Driiseninaktivator + 0,1 cem n Bicarbonatlésung L0cen ‘ 
Kallikreinlésung aus Harn, enthaltend 1.0 KE. 
b) 0.1 eem Driiseninaktivator + 0,1 cem n Bicarbonatlésung + 1,0 ¢en 
aktivierter Rinderpankreasextrakt (20 Stunden dialysiert). Die Ansitz s 
verbleiben 30 Minuten bis 1 Stunde bei 37°. Die Inaktivierung ist bei a \ 
volistandig, bet b) betragt sie 40°,,). (: 
( 
4. Abgrenzung gegen Acetylcholin. W 
Der Hund wird mit 2cem 1° ,,iger Atropinsulfatlésung i. v. atropi ; 
siert. Vor dem Atropinisieren sind 0,05 cem Acetylcholinlésung DO: pa 
Acetylcholin sehr stark wirksam. Nach dem Atropinisieren sind 1 com d 
also 1000 y, Acetylcholin véllig unwirksam. Kallikrein aus Harn = nahn a 
in seiner Wirkung nicht ab. Ebensowenig aktiviertes Kallikrein au- he 
Rinderpankreas. és 
5. Dialyseversuch. E 
Frisches Rinderpankreas wird 1:3 mit Wasser 15 Minuten lang extra ke 
hiert. Davon zeigen 0,5 cem am Hund keine blutdrucksenkende Wirkung de 
ge 


Nach Zugabe von Enterokinase und nach 30 Minuten langem Stehen bei 37 
sind 0,5 cem so stark wirksam, wie 0.25 KE. Von insgesamt 50 cem dieses 
aktivierten Extrakts werden 30 cem gegen flieBendes Wasser und 10 cei 
gegen 10 cem stehendes Wasser dialysiert. Der Rest bleibt zum Vergleic! 
bei Zimmertemperatur stehen. Nach 40stiindiger Dialyse ist das Volume: 


' Der Grund fiir diese unvollstandige Inaktivierung ist darin zu 
blicken, dai das aktivierte Trypsin den Inaktivator abbaut. 
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des Dialyseansatzes im fheBbenden Wasser von 30 auf 37 cem gestiegen. 
Es sind davon 0,4c¢em so stark wirksam, wie 0,25 cem des Vergleichs- 
extrakts. Es hat also eine Wirksamkeitsabnahme von 28°, stattgefunden. 
Bei der Dialyse gegen stehendes Wasser sind 1 cem der AuBenlésung vollig 
unwirksam. Innen sind 0,5 e¢1a so stark wirksam wie 0,25 KE. Es hat hier 
also keine Abnahme stattgefunden. Die aktive Substanz ist also hoch- 
molekular. 

In ahnlicher Weise wurden Identifizierungsversuche mit Walpankreas 
extrakt durchgefiibrt. Die aktive Substanz dieser Extrakte wurde zerstért 
durch UV-Sestrahlung, sie war inaktivierbar durch Serum und Driisen 
inaktivator, wurde durch Kochen, Behandeln mit Salzsaéure, Natronlauge. 
Jod, Wasserstoffsuperoxyd zerstért. 


Steigerung der tryptischen und der blutdrucksenkenden Wirkung der 
Pankreaseatrakte durch Enterokinase und Verhinderung der Aktivierung 
durch Hemmungskorper aus Kiklar. 

1. Gewinnung der Enterokinase. 


Die verwendete Enterokinase wurde wie bei A. Bertho und W. Grass- 
mann (5) angegeben dargestellt. Eine Enterokinaselésung wird jeweils 
frisch bereitet, sie enthalt 25 mg des Pulvers in 4 cem destilliertem Wasser. 


2. Trypsinhemmungskorper aus Eiklar. 


Der aus dem Ejiklar des Hiihnereies nach den Angaben von Balls und 
Swenson (2) gewonnene Hemmungskoérper wird in stets frisch bereiteter 
1°.iger Lésung angewandt. 

Die Wirksamkeit der Enterokinase und des Hemmungskérpers ergibt 
sich aus folgenden Verdauungsansatzen (Titration nach Wiollstdtter und 
Mitarbeitern): Je 1leccm eines Glycerinextrakts aus Schweinepankreas 
(schlachtfrische Driise unter der dreifachen Menge eisgekiihlten 87 °,,igen 
Glycerins zermahlen und nach 15 Minuten langem Extrahieren zentrifugiert ) 
werden: a) mit 0,5cem Enterokinaselésung und 1,5¢em Aqua dest., b) mit 
teem Hemmungskorperlésung und nach 20 Minuten bei 37° mit 0.5 cem 
Enterokinaselésung und 0,5 cem Aqua dest., ¢) mit 2cem Aqua dest. ver- 
setzt und die drei Ansatze 30 Minuten bei 37° belassen. Dann werden sie 
durch Zugabe von je 5 cem einer 6° igen Caseinlésung (Casein Hammarsten) 
und 2 cem m N H,-NH,Cl-Puffer vervollstandigt. Nach weiteren 20 Minuten 
bei 37° wird der Spaltungsansatz nach Willstdtter und Mitarbeitern 
titriert. Kontrollversuche, bei denen der Pankreasextrakt fehlte, und nur 
Enterokinase- bzw. Hemmungsk6rperlésung zugesetzt worden war, ergaben 
keinen Spaltwert. Die Spaltwerte der Ansiatze, ermittelt aus der Differenz 
des Null- und 20-Minuten-Wertes, in ecem n 5 alkoholischer KOH aus 
gedriickt, sind in Tabelle I] wiedergegeben. 


Tabelle Il. 





Spaltwert 
‘xtrak 2. . Extrakt 
— nc Hemmungsko6rper 
. - Enterokinase 
20-Minutenwert .... 0,74 1,13 0.61 


60-Minutenwert .... 1,27 i. 0,77 
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Das folgende Beispiel zeigt die Steigerung der tryptischen und 
blutdrucksenkenden Wirkung der Pankreasextrakte durch die Enterokinase 
und die Verhinderung beider Aktivierungsvorgange durch den Hemmutiiy- 
kérper: Frisches Rinderpankreas wird auf 0° abgekiihlt, gemahlen, mit 
Eiswasser 1:3 10 Minuten lang extrahiert und filtriert. Das Filtrat wird 
bei 0° aufbewahrt. Je 1,0 cem davon werden versetzt mit 1) 0,5 cem Agua 
dest., 2) 0,25 e¢em Aqua dest. + 0,25 cem Enterokinaselésung, 3) 0,25: om 
Hemmungskorperlésung und 10 Minuten spater mit 25 cem Enterokinas: 
losung. Die Ansatze werden 30 Minuten bei 37° belassen. 





Abb. 1. Hund, 15 kg: Morphium-Athernarkose. Carotisdruckkurve, Ludwigsches Quecksiber 

manometer. Blutdruck: 115mm Hg. Bei Pfeil 1: i. v. Injektion von 0,4 cem Rinderpankreas 

extrakt (Herstellung: 1 Teil Rinderpankreas + 3 Teile Aqua dest. von 0°, 10 Minuten extrahiert 

dann zentrifugiert). Bei Pfeil 2: 0,4cem Rinderpankreasextrakt nach 30 Minuten langer Aktivie- 

rung mit Enterokinase. Bei Pfeil 3: 0,4 cem Rinderpankreasextrakt nach Behandlung mit Eiklar- 
hemmungské6rper und Enterokinase,. 


Die Bestimmung des Kallikreingehalts der Ansatze 1 bis 3 und des | 
unveranderten Extrakts ergab folgendes: 1,0 cem des 15 und 60 Minuten 
bei 0° aufbewahrten Extrakts entspricht 0,1 KE. Ansatz 1: leem ent 
spricht 0,1 KE., also ist keine merkliche Spontanaktivierung eingetreten ( 
Ansatz 2: leem entspricht 1,0 KE. Das bedeutet gegeniiber dem Ansatz 
ohne Kinase eine Steigerung der Wirkung auf das Zehnfache (vgl. Abb. |) 
Aus 1 g Rinderpankreas wurden also nach 10 Minuten langem Extrahieren 
erhalten: 5,7 KE. inaktiv und 0,3 KE. aktiv. Ansatz 3: 1 cem entspricht 








0.16 KE. Die Aktivierung des Kallikreins wurde also so gut wie voll | 
standig unterdriickt. ; 
. -_ ; 
Tabelle II]. Trypsinaktivitat der Ansatze 1 bis 3. ‘ 
Extrak 
Extrakt Extrakt xtraks | e 
» antes ee + Hemmungskorper 

allein + Enterokinase +. Enterokinase « 
7 

20-Minutenwert in cem n'5 KOH 0,02 2,25 0,11 
- ye = ¥° f 
Zur Wirkung des Hemmungskérpers aus Eiklar. ; 
Der Hemmungskérper vermag bereits aktiviertes Kallikrein nicht zu t 
inaktivieren. Ansatze: 1. 1 eem Kallikrein aus Harn (1,0 KE.) + 0,25 cem e 


Hemmungskorperlésung. 2. 1 cem wasseriger Rinderpankreasextrakt |: 3, s 
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> 


10 Minuten lang extrahiert, mit Enterokinaselésung 30 Minuten bei 37° 


aktiviert und 20 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert +- 0,25 cem 
Hemmungskorperlésung. Beide Ansatze verbleiben 30 Minuten bei 37°. 


Danach ist keine Inaktivierung festzustellen. 


Zur Frage der Entstehung u NS pe zifischer, kallikreindhnlicher Stofte hei der 
tryptischen Verdawung. 


Als Trypsinlésung dient ein wiisseriger Schweinepankreasextrakt mit 
nem 20-Minuten-Spaltwert entsprechend 0,18 cem n/5 alkoholischer KOH 
ohne Enterokinase und 3,67 cem n,5 alkoholischer KOH nach 30 Minuten 
langem Einmwirken von Enterokinase bei 37°. Je 1.0cem des Pankreas- 
extrakts werden zu den folgenden Ansiatzen verwendet. 


1. 1O0cem Extrakt + 0.25cem Enterokinaselésung. 2. 1.0 cem 
Extrakt + 0,25 cem Enterokinaselésung. Nach 30 Minuten bei 37° werden 
die Ansatze erganzt: Ansatz 1 mit 5,0 cem Casein + 2,0 cem Pufferlésung 
(m NH,-NH,Cl). Ansatz 2 mit 5,0cem Wasser 2,0cem Pufferldsung 


»—O 


Nach weiteren 25 Minuten bet 37° wirkten beide Ansiitze gleich stark blut- 


drucksenkend. 


Versuche zur Trennung von aktivem Kallikrein und aktivem Trypsin der 


Pankreasextrakte durch Adsorption. 


E. Werle und A. Marcus zeigten, dai mit Hilfe der chromatographi- 
schen Adsorptionsanalyse das Kallikrein verschiedener Herkunft (Harn, 
Pankreas, Submaxillaris, Blut) von seinen Verunreinigungen befreit 
werden kann. Das Verfahren ist kurz folgendes: Die zu reinigende 
Kallikreinlésung wird z. B. durch eine Schicht von Aluminium oxydat. 
hydric. pur. pulv. (Merck) geschickt. Das Kallikrein bleibt quantitativ 
in der Adsorptionschicht. Beim Eluieren mit Natriumbicarbonat wird 
das Kallikrein in héherem Reinheitsgrad zuriickerhalten. 


Das von der Adsorptionsschicht festgehaltene Trypsin der Pankreas- 
extrakte laBt sich nun leichter eluieren als das Kallikrein. 


I. Berspiel. 10 cemeines 87 ° igen Glycerinextrakts aus Rinderpankreas 
(mit der vierfachen Menge Glycerin 18 Stunden lang extrahiert) werden 
mit derselben Menge Aqua dest. verdiinnt durch die Filtersiule gesaugt. 
Der Pankreasextrakt enthielt 1,6 KE. pro cem, und der 30-Minuten-Spalt- 
wert betrug 0,36 cem n/5 alkoholischer KOH. Das Filtrat war vollstandig 
frei von Trypsin, wie die Titration ergab. Dann wird mit n Ammoniak 
eluiert. Das Eluat ergab im Verdauungsansatz einen 30-Minuten-Spaltwert 
von 0,40 cem n/5 alkoholischer KOH, also eine quantitative Elution des 
Trypsins. Das Eluat enthielt kein Kallikrein. 


2. Versuchsbeispiel. Frisches Schweinepankreas wurde mit der drei- 
fachen Menge 87°,igen Glycerins 24 Stunden im Eisschrank extrahiert, 
zentrifugiert und das Filtrat 3 Tage im Eisschrank und 1 Tag bei Zimmer- 
temperatur (zur Spontanaktivierung des Trypsins) belassen. Dann wurde 
es mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und 20 cem davon durch eine 
Schicht von 5g Aluminiumhydroxyd gesaugt. 0,1. cem des verdiinnten 
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Extrakts entsprachen 0,3 KE., 0,5cem des Filtrats waren wirkung 


Das Kallikrein war also quantitativ in der Saule zuriickgehalten wo 
Dagegen erschien das Trypsin im Filtrat. 1,0 cem davon ergab einen Ss; 
wert von 0,44 ccm n/5 alkoholischer KOH. Die Saéule wurde mini 
mit 10cem Wasser gewaschen. Darauf wurde mit 10cem n/5 Amy 
eluiert. Dabei wurden nur Spuren des Kallikreins zuriickerhalten. Dagy 
betrug der Gehalt an aktivem Trypsin etwa 50°, des urspriinglichen Ext: 
mit dem Spaltwert: 0,90 cem n/5 alkoholischer KOH. AnschlieBend w 
mit 10cem n NaHCO, eluiert, wodurech das Kallikrein zum gréBten 
zuriuckerhalten wurde. 
Literatur. 

1) FB. Werle, diese Zeitschr. 290, 129, 1937. 2) A. K. Balls u. 7 
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Uber mikrophotometrische Bestimmung des Kupfers. 
Von 
L. Braun und L. Scheffer. 
(Aus der med. Klinik der kgl. Erzsébet Universitat, Pécs.) 
(Eingegangen am 8. Februar 1940.) 


Mit | Abbildung im Text 


Die zunehmende Erkenntnis tiber die Bedeutung des Kupfers im 
biologischen Geschehen hat seit Jahren zur Ausarbeitung verschiedener, 
fiir biologisches Material geeigneter, gréBtenteils kolorimetrischer Be- 
stimmungsmethoden AnlaB gegeben 


Ein gravimetrisches Verfahren stammt von Gruzewska und Roussel, 
die das Kupfer als Benzoinoxim bestimmen. Finige Forscher wahlten zu 
Bestimmung die von H. Fischer angegebene Dithizonmethode Dieses 
Verfahren beruht auf der Tatsache, dafi das Dithizon (Diphenyl-Thio 
carbazon) mit einer Reihe von Schwermetallsaizen gefarbte innere Komplex 
verbindungen bildet, die in organischen Lésungsmitteln (Tetrachlorkohlen 
stoff usw.) leicht léslich sind und fiir das betreffende Metal! oft eine charak- 
teristische kolorimetrisch meBbare Farbe aufweisen. Das Dithizonkupfer 
besitzt in reinem Tetrachlorkohlenstoff eine rotviolette Farbe, die im 
Stufenphotomete! auswertbar ist (G. Schwartz, O. Fischer und H. Stotz-; 
Schwaibold und Lesmiiller). K. Hinsberg und H. Gockel haben zur Kuptet 
bestimmung die von Sarata angegebene kolorimterische Methode benutzt, 
die darauf beruht, dafi Kryogenin mit Kupfersalzen eine stark rotgefarbte 
Verbindung gibt. 

Nach den meisten Methoden erfolgt die Bestimmung geringer 
Kupfermengen in Form ihrer dithiocarbaminsauren Salze kolori- 
metrisch nach einer bereits 1908 von Delépine angegebenen Methode. 

Callann und Henderson haben im Jahre 1929 ein Ahniiches Verfahren 
zur Trennung des Kupfers von Eisen beschrieben. ac Farlane wendete 
die Methode auf Kupfer enthaltende organische Substanzen an. Cheftel 
und Blass untersuchten organische Fliissigkeiten auf kleinste Kupfermengen, 
nach Entfernung von Chlorophyll und Proteinen durch Wolframsaure, 
ebenfalls mit diesem Verfahren. S. 1. Tompsett hat diese kolorimetriseli 
Methode tiir Kupferbestimmung in Blut und Organen in allen Einzelheitet 
ausgearbeitet. Lasausse und Frocrain haben das Verfahren zur Trinkwasse1 
untersuchung benutzt. H.G. Schmidt fiihrte die stufenphotometrische 
Kupferbestimmung im Seium ohne vorherige Veraschung aus 

Wir haben uns mit Untersuchungen tiber bluthupferspiegel und 
Kupferstoffwechsel im Organismus hescha ftigt und fiir diesen Zweck 
wendeten wir die Methode von Tompsett an. Da mit dieser Methode 
keine befriedigende Resultate erhalten werden konnten, haben wir die 


ganze Frage systematisch nachgepriift und ein Verfahren ausgearbeitet, 
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das eine genaue Bestimmung des Kupfers erméglicht und wegen sei 
Einfachheit auch fiir klinische Zwecke geeignet ist. 

Fur analytische Erfassung von Metallspuren im_ biologisc] 
Material ist natiirlich eine vorhergehende Zerstérung der organisc] 
Substanz notwendig. Darauf folgt die /solierung des Metalls in eine) 
organischen Lésungsmittel (Amylalkohol) in Form seiner gefarbt 
inneren Komplexverbindung mit dithiocarbaminsaurem Natrium. J) 
Gelbfarbung des Amylalkohols wird dann im Stu fenphotometer gemess: 

Veraschung. Fir die Zerstérung der organischen Substanz komn 
alle drei Veraschungsformen in Frage, namlich eine trockene, eine saur 
oder eine mit Lauge durchgefiihrte. Es konnte aber festgestellt werde; 
daB Nickel- und Porzellantiegel fiir die Veraschung ungeeignet sind 
da sie bedeutende Kupfermengen enthalten. Damit ist die Méglichkeit 
fiir die trockene und alkalische Veraschung eingeschrankt. Dazu kommt 
noch, daB in Anwesenheit gréBerer Eisenmengen, z. B. im Blute. dis 
nach trockener Veraschung gewonnene Asche nicht nur im Wasse1 
sondern auch in Sauren unléslich ist. Eine alkalische Schmelze mui 
vor Bearbeitung neutralisiert werden. (Man kann also eine trocken 
oder alkalische Veraschung nur im Platintiegel vornehmen.) Die Zer- 
storung der organischen Substanz wird also zweckmabigerweise mit 
konzentrierter Saure vorgenommen: TJ’ompsett verascht 5 ccm Blut mit 
5cem konz. Salpetersiure, dann mit 1 ccm konz. Schwefelsaure und 
3ccm Perchlorsiure. Wir haben die Veraschung mit Schwefelsaur 
und Perchlorsiure vorgenommen, aber fiir die Bearbeitung viel weniger 
Blut, namlich nur 0,5 cem genommen, da diese Blutmenge fiir stufen- 
photometrische Zwecke eine hinreichende Kupfermenge enthalt. Man 
kann natiirlich unter diesen Umstainden mit einer viel kleineren Saure 
menge auskommen und in 10 bis 15 Minuten eine vollstandige Ver 
aschung der organischen Substanz herbeifiihren. 

lsolierung des Kupfers. In der zweiten Phase der Kupferbestimmuny 
wird das Kupfer aus der erhaltenen Lésung isoliert. a) Die sauet 
reagierende Veraschungslésung wird neutralisiert, b) die vorhandenen 
die Bestimmung stérenden Eisensalze werden mit Natriumpyrophosphat 
gebunden und mit dithiocarbaminsaurem Natrium die gelbbraune 
Kupferverbindung hergestellt, c) diese mit Amylalkohol ausgeschiittelt 

Zu a. Die Farbreaktion des aus organischem Material gewonnenen 
Kupfers ist nur in alkalischem Medium ausfiihrbar. Die Reaktion det 
Lésung muB stark alkalisch sein, bei schwach alkalischer oder saure! 
Reaktion erscheint in Anwesenheit von Eisensalzen eine braunviolett: 


Farbung, die die Ausfiihrung der kolorimetrischen (photometrische: 


Bestimmung unméglich macht. 


Die schwache Alkalisation der Lésung mit Ammoniak nach Tompset/ 
ist nicht geeignet, eine unter allen Umstanden ausfiihrbare Bestimmu: 
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zu erméglichen: es erscheint ein braunvioletter Ring, der auch in die Aus- 
schiittelungsfliissigkeit (Amylalkohol) iibergeht und die eigentliche Kupfer- 
farbe verdeckt. Man mu daher einen groBen Uberschul an konz. Ammoniak 
nehmen (Tabelle 1). 

Tabelle ¥ 


Kupferbestimmung in einer aus Blutveraschung 





gewonnenen Lésung mit 163 y-°, Kupfergehalt. 
Zugefiihrtes Ammoniak Extinktion Gefundener Cu-Gehalt 
in ccm in 7- 
0.6 0.87 315 
1,6 0,52 200 
?,6 0,42 161 
3,0 0,43 L64 


Scheinbar ist eine stark alkalische Reaktion fiir richtige Resultate 
und eine geeignete Kolorimeterfarbe unbedingt notwendig. Es liegt 
nahe, statt Ammoniak zu diesem Zwecke eine starke Lauge zu wahlen. 
Wir haben Kaliumcarbonat in konzentrierter Lésung verwendet und 
festgestellt, daf} damit gute Ergebnisse zu erhalten sind. Ein nicht 
geringer Vorteil des Kaliumcarbonats liegt auch darin, da} seine Lésung 
haltbar ist und daB durch seine Anwendung die in emem Laboratorium 
immer st6rend wirkenden Ammoniakdimpfe zu vermeiden sind. 

Zu b. In Anwesenheit von Eisensalzen ist die Kupferbestimmung 
nur durch Anwendung von Natriumpyrophosphat méglich. Wenn man 
in ammoniakalischer Lésung arbeitet, muB die pyrophosphathaltige 
Lésung vor dem Ausschiitteln mit Amylalkohol im Wasserbad erwarmt 
werden, um eine st6rende Wirkung auf die entstehende Farbe zu ver- 
meiden. In ammoniakalischer Lésung kommt die Komplexverbindung 
zwischen Eisensalzen und Pyrophosphat auf kaltem Wege nicht zustande. 
Wenn man dagegen carbonatalkalische Lésung verwendet, erfolgt die 
Bindung und Ausschaltung der Eisensalze ohne Erwirmen. Wir haben 
daher eine Lésung hergestellt, welche das Na-Pyrophosphat in Kalium- 
carbonatlésung enthalt: diese Lésung bewirkt gleichzeitig Alkalisierung 
der sauren Lésung und Bindung der Eisensalze. 

Unter diesen Verhaltnissen kann mit einer 0.5°,igen Carbamat- 
lisung eine durch Eisencarbamat nicht gestérte, fiir stufenphoto- 
metrische Zwecke gut geeignete, nur von der Kupfercarbamatmenge 
abhangige gelbbraune Farbe gewonnen werden. Die Haltbarkeit der 
Farbe ist durchwegs ausreichend, in 48 Stunden tritt keine Anderung 
der Farbe ein. 

Zu c. Unmittelbar nach dem Ausschiitteln des Kupfercarbamat- 
komplexes mit Amylalkohol enthalt die amylalkoholische Phase Wasser- 
spuren, die entfernt werden miissen. Die Entfernung durch Filtrieren 
ist fiir diese Zwecke nicht geeignet, da bei den meisten Filtern (Papier 








400 L. Braun u. L. Scheffer: 


oder Watte) die Farbintensitaéat nach dem Filtrieren in zahlrei: 
Fallen zunimmt. Dieser Umstand kann die Bestimmung sehr unsi: 
machen, kann aber durch einfaches Stehenlassen oder Zentrifugice: 


umgangen werden (Tabelle II). 


Tabelle Il. Extinktionswerte bei 50mm Schichtdicke. 





Ohne Filtrieren Nach Filtrieren Ohne Filtrieren Nach Filtriere: 


0,54 0.79 3e 0,88 
0,61 0,87 0,35 0,54 


Stufenphotometrsiche Bestimmung. Es ist bekannt, daB sich das 
Absorptionsmaximum der gelben Farbe des Kupfercarbamatkomplexes 
im Blauviolett befindet. Wir benutzten demnach die Quecksilberlamyx 


Filter Hg 436 
5=50mm 


Abb. 1 


des Stufenphotometers und das Filter Hg 486. Durch Bestimmung 


von 0,4 bis 2 y konnte nachgewiesen werden, das bei obigen Bedingunge: 


fiir das optische Verhalten des Kupfercarbamatkomplexes das Lam!» 
Beersche Gesetz gilt; Extinktion und Konzentration ergeben im Koord 
natensystem eine Gerade (Abb. 1). 

Die gefundenen Werte zeigt Tabelle III. 


Tabelle III. 





Extinktionswert 
bei 5 em 
Schichtdicke 


ixtinktionswert , : 
Extinkti nswer Kupferg 
bei 5 em F 
Schichtdicke 


Kupfergehalt Cu 
in y-° in 0,5 ecm 


Cu 


in 0,5 cem i y- 


0,4 0,21 80 J 0,52 200 
0.5 0.26 100 f 0.78 800 


0.75 0.39 150 2. 1,04 100 
. 


Bei Fehlen einer Quecksilberlampe kann die Bestimmung mitte's 
Filter S43 vorgenommen werden. Die Eichkurve verlauft in diesen 
Falle etwas tiefer und ist beinahe linear. 
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Beschreibung der Methode, 


yentien: Schwefelsiure, konz., p. a. 


I 
2. Perchlorsaure, p. a., spez. Gew. 1,67 (etwa 70 
9 
3. 


[soamylalkohol, reinst, Siedepunkt: 130. 
4. Pyrophosphat-( ‘arbonatlésung: fy Natriampyrophosphat 
' 


werden in 100 cem 50° iger Kaliumearbonatlésung geldst 


5. 0.5°.ige wasserige Lésung von Didthy!dithiocarbamat, p.a 


Ausfiihrung der Bestimmung. Das ganze Verfahren wird in ein 
ind derselben Eprouvette aus Jenaer Glas mit eingeschliffenem Glas 
stopfen und von etwa 25 cem Inhalt durchgefiihrt. 0.5 cem Blut wird 
mit einer Pipette langsam und gleichmaBig in die Eprouvette ein- 
vemessen. Nachdem 0,20 bis 0.25 cem (acht kleine Tropfen) konz 
Schwefelsiure und vier Tropfen Perchlorséure hinzugefiigt wurden, 
wird die Eprouvette auf einem Drahtnetz tiber ciner Flamme, deren 
Spitze gerade ihren Boden erreicht, erhitzt. Es ist wichtig, dal} die 
Mischung sofort in gleichmaBiges Sieden geraét. H6ért das gleichmibige 
Sieden des Inhalts bald am Anfang der Veraschung auf. so mu man 
lie Eprouvette herunterheben und griindlich umschiitteln, da sonst 
in HerausschieBen des Inhalts unvermeidlich ist. lm Laufe der Prozedur 
steigt der fliissige Inhalt der Eprouvette schaumig empor, nun gibt man 
tropfenweise nach Bedarf weitere | bis 3 Tropfen Perchlorsaure hinzu, 
bis sich die Fliissigkeit hellgelb farbt. Die Erhitzung wird dann nach 
| bis 2 Minuten mit starkerer Flamme fortgesetzt, bis schwere weibe 
Dimpfe erscheinen. Am Ende der Veraschung sollen 2 bis 3 Tropfen 
einer nach Abkiihlung farblosen, klaren, oder schwach opaleszenten, 
dichten Fliissigkeit zuriickbleiben. Bleiben an der Wand der Eprouvette 
verkohlte Kérnchen haften, miissen diese wihrend des Erhitzens durch 
Drehen der Eprouvette mittels der Dampfe und der an der Wand empor- 
steigenden Schwefelsaure zur Veraschung gebracht und hinunter- 
vespiilt werden, Dies gelingt am leichtesten bei einer Drehung der 
Eprouvette, wobei die Wand, an der die Kérnchen haften, nach oben 
vekehrt wird. 

Nach dem Abkiihlen werden 6,5 com dest. Wasser und dann tropfen- 
weise 2cem der Kaliumcarbonat-Natriumpyrophosphatlésung hinzu- 
sefiigt. Die Lésung muffs wegen Schaumbildung anfangs tropfenweise 
sugegeben werden. Die erhaltene wasserklare Lésunge wird gut um- 
veschiittelt. Dann gibt man 2cem Amylalkohol und 3 Tropfen der 
Carbamatlésung zu. Die Eprouvette wird nun mit Hilfe des dazu- 
vehérigen eingeschliffenen Glasstopfens verschlossen und der Inhalt 
stark geschiittelt. Nach dem <Ausschiitteln trennen sich die Phasen 
beim Stehenlassen nach !/, bis 1 Stunde. In rascher Arbeit wird die 
untere wisserige Phase entfernt und die gelbgefarbte Amylalkoholschicht 


zentrifugiert und dadurch eine vollstandige Trennung von mitgerissenem 
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Wasser gewahrleistet. Das Zentrifugieren mu stets vorgeno) 


werden, wenn noch eine Spur Triibung vorhanden ist. 


Zur Ablesung im Stufenphotometer werden Quecksilber! 
.. Hagephot™ und Filter Hg 436 sowie Mikrokiivetten von 50 mm L 
mit einem Inhalt von 1 ccm verwendet. Als Kompensationsfliissi 
dient reiner Amylalkohol. 

Nattirlich ist immer auch ein Blindversuch mit allen Reagentien 
zufiihren, dessen Resultat vom abgelesenen Extinktionswert subt 
werden mus. Da wir festgestellt haben, daB die chemisch reine Per 
siure kein Cu enthalt, kann man den Blindversuch ohne Perchlo: 
und ohne Erhitzen vornehmen. Wenn die Reagentien eine im Ver, 
zum zu bestimmenden Kupfergehalt hohe Kupfermenge enthalten, 
empfehlenswert, das destillierte Wasser aus einem Glaskolben noch: 
gu destillieren. 

Mittels der in Abb. 1 angegebenen Eichkurve kann man aus d 
Extinktionswert unmittelbar den Kupfergehalt des Blutes in 
ablesen. Der y-°,-Wert im Blute kann auch errechnet werden 


C 385 EF; in 100 cem Blut. 


Der absolute Gehalt in y Cu ergibt sich in analoger Weise aus det 
Gleichung 
Cu 1,925 . E,. 

Fiihrt man die Messung im Lichte der gewéhnlichen Glithbrenne: 
stupholampe und mit Spektralfilter S43 aus, so sind die Gleichungen 
C = 413 E,, Cu 2,07 E,. 

Die Fehlergrenze der Methode bei Parallelbestimmungen  betrict 

4,5 %. 
Die Brauchbarkeit der Methode wurde zuerst an reinen Kupfer 
lésungen sowie mittels Additionsversuchen im Blute untersucht (Ta- 
belle IV). 
Tabelle IV. 





y Cu-Gehalt des Blutes 0,5 eem Blut Berechneter Wert 7 ae 

; ‘ 2 Pee ‘ ; Fehler in 
in 0,5 cem + Zusatz von ly Cu in y Cu 

0,96 1,94 1,96 1,0 

1,12 2,06 2,12 — 2,9 


Aus Tabelle LV ist ersichtlich, daB die Genauigkeit des Verfahrens 
vollkommen zufriedenstellend ist. 

Mit der angegebenen Methode haben wir eine Reihe von Blut 
untersuchungen durchgefiihrt. Die hier angefiihrten Zahlen haben wir 
im Blute normaler, gesunder Menschen erhalten (Tabelle V). 
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Tabelle V. Normale Blutkupferwerte. 








Blutkupfer- Blutkupfer- 
Name, Alter Extinktion — Name, Alter Extinktion = 
) aed 1 y-° 0 
| 

N.S. 32d. 0,325 125 G.E., 35 J. 0,360 138 
Z.N., 36 J. 0,390 150 N. dns 28d. 0,320 123 
B.L., 20d. 0,395 152 Bay Id 0,355 136 
8.0... Se d. 0,410 157 H. @., 26d. 0,372 143 
M.J., 27 Jd. 0,410 | 157 BL 6d. 0,310 i19 


Aus der Tabelle geht hervor, daB der normale R!uihupferspiegel 
119 bis 157 y-% betragt. 

Dem Leiter des Laboratoriums, Herrn Professor L. Jendrassik, sind wir 
fiir seine wertvollen Ratschlige bei der Ausfiihrung der Arbeit zu groBem 
Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine neue mikrophotometrische Kupferbestimmung be- 
schrieben, die mit 0,5 ccm Blut oder mit einer entsprechenden Menge 
des getrockneten Organs vorgenommen wird. Die Substanz verascht 
man mit einigen Tropfen konz. Schwefelsiure und Perchlorsaure. 
Nach Alkalisieren mit natriumpyrophosphathaltiger Kaliumcarbonat- 
lésung wird eine 0,5°,ige Carbamatlésung zugegeben und das (ohne 
Erwarmen) entstandene gelbgefirbte Kupfercarbamatkomplexsalz mit 
Amylalkohol ausgeschiittelt. Die Farbintensitét des Amylalkohols wird 
stufenphotometrisch gemessen und daraus der Kupfergehalt ermittelt. 
Die ganze Bestimmung wird in ein und derselben Eprouvette ausgefiihrt 
und nimmt insgesamt eine halbe Stunde in Anspruch. 
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23, 77, 1936. — 7) H. G. Schmidt, diese Zeitschr. 302, 256, 1939. 
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‘ber die Bestimmung des Blutglutathions. 
Von 
Isamu Numata. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tok 


(Eingegangen am 24. Januar 1940.) 


Wir haben gezeigt 1, daB die Ascorbinsaéure des Blutes beim Zusatz 
der enteiweiBenden Siaiure durch Hamoglobin oxydiert wird, aber 
weder durch das Hamoglobin selbst noch durch das dabei entstandei 
Haimatin, sondern durch den wahrend der Umwandlung des Hiimo 
globins in Himatin entstandenen Sauerstoff, und daB diese Oxydation 
vollig vermieden werden kann, wenn man den Sauerstoff des Ox) 
haimoglobins vorher durch CO austreibt. Auf Veranlassung und unte: 
Leitung von Herrn A. Fujita habe ich das diesbeziigliche Verhalten 
des Glutathions gepriift 2 und es ergab sich in der Tat ein ahnliches 
Ergebnis, wenn auch weniger ausgesprochen. Man mu daher zu 
genauen Bestimmung des Blutglutathions nach Sattigung des Blutes 
mit CO enteiweiBen. Ich habe unter Beriicksichtigung dieser Tatsach 
den Glutathiongehalt des arteriellen und venédsen Blutes vergleichend 
untersucht, da es nunmebr n6tig geworden ist, trotz der vielen bis 
herigen Ver6ffentlichungen diese Frage erneut zu priifen. Ferner habe 
ich den Glutathiongehalt der einzelnen Blutbestandteile, und zwar 
Plasma, Erythrocyten, Blutplittchen und Leukocyten — bestimmt 


deren genaue Werte meines Wissens in der bisherigen Literatur fehlen 
Bei der Glutathionbestimmung der Gewebe mu man auberdem den 
Einflu8 der fermentativen Hydrolyse des Glutathions beriicksichtigen 
wortiber ich in einer besonderen Arbeit ausfiihrlich berichtet habe ° 


1. Bemerkungen iiber die kolorimetrische Bestimmung des 
Glutathions. 

Da unsere kolorimetrische Bestimmung 4 fiir Glutathion spezifischer 
ist als die jodometrische ®, ist die erste praktisch vorzuziehen. In cet 
genannten Arbeit haben wir beschrieben, daB man nach dem Photo 
metrieren auch die Temperatur der Fliissigkeit zu bestimmen und den 
entsprechenden f-Wert fiir diese Temperatur mit dem gefundenen 
Wert FE — Ep, zu multiplizieren hat. Da aber die f-Werte nicht nur von 


! Fujita, Ebihara u. Numata, diese Zeitschr. 301, 245, 1939. 2 Dat 
spreche ich hier Herrn Dr. A. Fujita meinen herzlichen Dank aus 
’ Numata, J. Biochem. 81, 35, 1940. — 4 Fujita u. Numata, diese Zeitse) 
300, 246, 257, 1939. 5 Dieselben, ebenda 299, 249, 262, 1938. 
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der Temperatur, sondern auch von den benutzten Reagenzien usw. ab- 
hingig und auch bei einer bestimmten Temperatur nicht immer ganz 
dieselben sind, ist es praktisch genauer und bequemer, daB man nach den 
Messungen der Hauptversuche noch eine Messung mit Glutathionlosung 
hestimmter Konzentration ausfiihrt und den dadurch erhaltenen f-Wert 
-ur Berechnung des Glutathiongehalts verwendet. 

Beispiel. Zu 1 cem Blut werden 1,5 cem Wasser zugesetzt. Nach der 
Hiimolyse wird 2,5 cem 4° ige Metaphosphorséiure zugegeben, nach einigem 
Stehenlassen zentrifugiert und die itiberstehende Fliissigkeit vorschrifts- 
maiBig photometrisch bestimmt (8 53, 10mm). Ergebnis: 


E = 0,160, E 0,030, E Ey 0,130. 


0 
Man mi®Bt gleich darauf eine 6 mg°ige Glutathionlésung in 2° iger 
Metaphosphorséure. Ergebnis: 


E 0,190; also y E 0,160. 


0 
. ; 6 ae 
Folglich : / 0.160 37,5. 

Der Glutathiongehalt des Blutes ist daher: 
0,130 - 37,5 - 5 24,4 mg®,,. 


Zu beachten ist, daB £, den Wert des Kontrollversuches bedeutet, 
in dem statt der zu priifenden Fliissigkeit Wasser genau wie beim 
Hauptversuch behandelt worden ist (einschlieBlich der H,S-Behandlung 
bei der Gesamtglutathionbestimmung). 


2. Oxydation des Glutathions durch Himoglobin. 


Wenn man der hamolysierten Fliissigkeit Glutathion zusetzt und 
nach der EnteiweiBung mit Metaphosphorsiure den Glutathiongehalt 
des Filtrats miBt, so findet man nicht 100%, des zugesetzten Gluta- 
thions, sondern nur ungefahr 70°, des Zusatzes. Aber das Gesamt- 


glutathion findet man immer 100% ig wieder. Man erkennt daraus, 


Oem 


daB etwa 30% des zugesetzten Glutathions oxydiert worden ist. Ahn- 


liches findet man auch bei nichthamolysiertem Blut oder einer Erythro- 
cytensuspension. Im folgenden werden einige Beispiele angefiihrt. 


Versuch 1. Die Bestimmung wurde nach der manometrischen Methode 
von Warburg in kegelf6rmigen GefaBen mit zwei Anhangen (A bis E von 
Tabelle I) durchgefiihrt. In den Hauptraum gibt man 3,0 cem hamolysierte 
Blutlésung (1:4), in den ersten Anhang 0,375 cem 55,3 mg °,ige wiisserige 
GSH.-Lésung bzw. Wasser, in den zweiten Anhang 0,375 cem 20° .ige 
HPO,-Lésung und in den Einsatz 0,2cem 10°jige KOH; Gasraum mit 
Luft gefiillt, Temperatur des Thermostaten 20°C, Nach dem Einkippen 
des ersten Anhangs wird bei einigen GefaBen (A und B) sofort der zweite 
Anhang eingekippt, nach etwa 15 Minuten der GefaBinhalt zentrifugiert 
und in der iiberstehenden Fliissigkeit der GSH.-Gehalt photometrisch 
nach unserer Methode gemessen. Bei den anderen GefaBen (C, D und E) 
wird die Anderung des Gasvolumens wahrend 60 Minuten gemessen und 


In * 
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der zweite Anhang dann eingekippt. Nach weiteren etwa 15 Minuten 

die Fliissigkeit von C zentrifugiert und gemessen. Die Anderungen in 
iibrigen GefaBen (D und E) werden weitere 60 Minuten manometri<:} 
verfolgt (innerhalb 10 Minuten ist die Gasentwicklung beendet). Dany 
wird der GefaBinhalt zentrifugiert und das GSH. gemessen. 


Wie aus Tabelle I hervorgeht, war der GSH.-Gehalt vor und nac| 
60 Minuten langem Schiitteln mit Hamoglobin fast unverandert ind 
vom zugesetzten GSH. wurde etwa 30% oxydiert. Nach Zusatz de1 
HPO, blieb das zugesetzte GSH. selbst nach 60 Minuten Schiitteln 


Tabelle I. 





GefaB: d B } D 


Hauptraum hamolys. Blut wie A wie A wie A wie A 
1. Anhang GSH. Wasser GSH. GSH. Wasser 
2. Anhang wie A wie A wie A wie A 
Einsatz wie A wie A wie A wie A 


(1) 1. Einkippen ... ) GSH. + Wasser; | GSH. | | GSH. = | Wasser 

| a +3 + § 3 
(sofort (wie A) 

Einkippen) 

(2) 2. Einkippen ... 1 HPO; | HPO, | } HPO, | } HPO, | | HPO 
[ : | — — + 34,0 + 37,1 
Gasentwicklung (nach 15 Min. (wie A) | (wie A) (danach (wie D) 
in 60 Min. in emm | zentrifugiert) zentri- 

fugiert) 


Gasentwicklung 
in 60 Min. inemm |, 


0,260 0,160 0,255 0,255 





Differenz 0,100 0,100 
Berechnet 0,145 0,145 
%, oxydiert 31 31 


Tabelle II. 





(1) 1. Einkippen ) GSH. | Wasser | GSH. 
- — 1-3 
(sofort (wie A) 
2. Einkippen) 
(2) 2. Einkippen + HPO; 1 HPO, |} HPO, 
Gasentwicklung in 60 Min. ‘s 4 20 
in emm 


Gasentwicklung in 60 Min. 
in emm 


1,250 0,100 1,200 





Differenz AO 1,100 
Berechnet AE 1,450 
% oxydiert y 24 


* Zum Photometrieren wurde das Zentrifugat 10fach verdiinnt. 
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vanz unverandert. Der nach Séurezusatz entwickelte Sauerstoff 
war im Gegensatz zur Ascorbinséure von der GSH.-Menge kaum ab- 
hanglg. 

Versuch 2. Ein abhnlicher Versuch mit 514 mg°®,iger GSH.-Lésung 
yeigte, wie aus Tabelle IL ersichtlich, fast dasselbe Ergebnis. 

Versuch 3. 2,0cem Kaninchenblut (mit Citrat) werden mit 2,0 cem 
Wasser und 5,0cem 33,7 mg®viger GSH.-Lésung in 4°, iger HPO, (bzw. 
mit 4°%,iger HPO, allein) versetzt; nach dem Zentrifugieren wird das 
Filtrat teils sofort photometrisch gemessen, teils weiter mit Hg-Acetat 
und. H,S behandelt und der Gesamtglutathiongehalt vorschriftsmabig 
bestimmt. 

Wie aus Tabelle III ersichtlich, wurde das zugesetzte GSH. teil- 


weise oxydiert, aber als Gesamtglutathion vollkommen wiedergefunden. 


Tabelle IIT. Die Zahlen bedeuten den GSH.-Gehalt 
des Blutes in mg®,. 





GSH. Gesamt-GSH. 


Mit Zusatz von GSH. 70.3 89.5 
eee ere 29,9 38,9 
Differenz ... 40,4 50.6 
Berechnet 50,6 50.6 
% gefunden 80,0 100,0 


Aus den angefiihrten Versuchen kann man schlieBen, dap das GSH. 
durch Hamoglobin selbst nach 60 Minuten langem Schiitteln kaum oxrydiert 
wird. Auch nach Zusatz der enteiweifenden Sdure wird es durch das 
Himatin selbst sogar bei 60 Minuten dauerndem Schiitteln nicht oxydiert. 
Die Oxydation tritt lediglich nach Zusatz der Stiure waihrend der Sauerstoff- 
entwicklung bei der Umwandlung des Hadmoglobins in Hématin ein. 


3. Hemmung der Oxydation des Glutathions dureh CO. 


Wenn man das Blut vor dem Enteiweipen durch CO- Behandlung 
Os-frei macht, so findet keine Oxydation des Glutathions durch Sdurezusatz 
statt. 

Versuch 4. Ahnlich wie Versuch 1, nur daB in dem ersten Anhang 
0.375 cem 46mg°,ige GSH.-Lésung bzw. Wasser eingetragen und der 
Gasraum mit CO gefiillt wird. Ob die Dauer des CO-Durchleitens 1 bis 
10 Minuten oder mehr betragt, ist ganz belanglos. 

Wenn man A, C und D von Tabelle IV vergleicht, so sieht man, 
daB das hdmolysierte Blut selbst nach 60 Minuten langem Schiitteln in 
Lujt denselben GSH.-Wert zeigt wie das sofort enteiweifte, sofern der 
Sauerstoj/f im Blute vor der EnteiweiBung durch CO vollkommen. ver- 


trieben wurde. 
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Tabelle IV. 


Gasraum: CO bzw. Luft. Temperatur: 20°. 











GefaB : A B Cc D | 
Goeeagm .. soi... CO CO Luft Luft Luft 
(1) 1. Einkippen .. , GSH. | Wasser; | GSH. | GSH. | Wasser 
Gaszunahme in { a ad l 
eager (sofort (wie A) 
60 Min.inemm |9 pL: 
2. Einkippen) 
en unverandert unver- mit CO aus- wie C wit 
andert getauscht 
(2) 2. Einkippen .. ,HPO; |HPO, |HPO; (HPO, \)HPO 
| + 15 * 36 * 
Gaszunahme in (nach etwa (wie A) (wie A) (danach (wie D 
60 Min. in emm | 15 Min. zentri- 
zentrifugiert) fugiert) ** 
Be a ee iecia as 0,265 0,145 0,265 0,265 0,14; 
Differenz ........ 0,120 0,120 
Berechnet........ 0,120 0,120 
OC GEFGING os sc: 0 0 
* Dauernde Gasentwicklung. — ** Niederschlag: rosa. — + Niederschlag: rétlichbraun 


4. EinfluB der Hiimolyse auf den Glutathionwert des Blutes. 


Das Glutathion ist hauptsachlich in den Formbestandteilen des 
Blutes vorhanden, wie spater ausfiihrlich nachgewiesen wird. Wenn 
man dem Blute enteiweiBende Saure zusetzt und nach dem Mischen 
mikroskopiert, bleiben die Erythrocyten gréBtenteils unzerstort (vg. 
Fujita und Ebihara!). Folglich ergibt sich wegen der ungeniigenden 
Extraktion ein kleinerer GSH.-Wert, wenn das Blut vorher nicht 
hamolysiert wird. Nach CO-Behandlung ist der EinfluB der Hamolyse 
nicht so auffallend als sonst. Ein Beispiel wird in Versuch 5 gegeben 

Versuch 5. In den Hauptraum des modifizierten Thunberg-Gefabes 
wird 4,0 cem 2,5° ige HPO,-Lésung und ein halber Tropfen Octylalkoho! 
eingetragen, in den Anhang 1,0 cem Kaninchenblut (mit Oxalat) gebracht 
und nach Sattigen der Fliissigkeit mit CO das Gefai8 geschlossen. Nach 
Einkippen der Metaphosphorséure wird die Fliissigkeit gut gemischt und 
nach etwa 15 Minuten der Inhalt in das Zentrifugenglas getan, zentrifugiert 
und in der iiberstehenden Fliissigkeit das GSH. kolorimetrisch bestimmt 
In den Hauptraum des zweiten Thunberg-GefaBes wird 1,0 cem Kaninchen 
blut und 3,0cem Wasser eingetragen, in den Anhang 1,0 cem 10° jx 


HPO,-Lésung gebracht und nach Sattigen mit CO wie oben weiter | 
handelt. 
Ich fand folgende Werte: 
Nicht hamolysiert............... 33,6 mg%, 
ren ee ne ee 35,0 mg %. 
1 Diese Zeitschr. 290, 192, 1937. — ? Vgl. Fujita, Ebthara u. Numata, 


ebenda 801, 245, 251, 1939. 
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Ohne CO-Behandlung war der Unterschied gréBer. Nichthamoly- 
siertes Blut zeigte einen GSH.-Wert von etwa 70 bis 90° 
sierten Blutes. 


» des hamoly- 


>. EinfluB der Luft wihrend der Behandlung des Blutes. 


Wenn man mit venésem Blut ohne LuftausschluB arbeitet, so nimmt 
es mehr oder weniger Sauerstoff auf und erhalt arterielle Eigenschaften. 
Nach der Messung mit der bisherigen Methode ohne CO ist der Gluta- 
thionwert des unter LuftausschluB behandelten vendsen Blutes gréBer 
als der des in Luft behandelten. Zum Beispiel fand ich bei der Messung 
des Blutes aus der V.mediana antibrachii des Kaninchens folgende 
Werte: 

Hamoivsiert und weiter behandelt unter fliissigem Paraffin: 
26,9 mg%. 

Haimolysiert und weiter behandelt in Luft: 21,8 mg®,. 

Dieselben Relationen fand ich auch bei nichthamolysiertem Blut. 

Es ist also méglich, da} die gemessenen Werte je nach der Be- 
handlungsweise des Blutes mehr oder weniger schwanken. Dagegen 
fand ich nach der CO-Behandlung keinen Unterschied, gleichgiiltig, ob 
der Versuch unter LuftausschlupB oder in Luft durchgefiihrt wird. Nach den 
3efunden ist auch wohl denkbar, da das Blutglutathion selbst nach 
einer Stunde langem Schiitteln des Blutes in Luft nicht oxydiert wird 
(vgl. Versuch 1). 


6. Vergleich des Glutathiongehaltes im venésen und arteriellen 
Blute. 


Wenn man das Blut aus der VY. jugularis mit dem Carotisblut von 
Kaninchen vergleicht, so ist die Farbe nicht sehr verschieden und das 
venése Blut noch ziemlich reich an Sauerstoff, wihrend das Blut der 
V.femoralis im Vergleich zu dem der A. femoralis deutlich dunkler 
und sauerstoffirmer ist. Die nach Hamolyse und EnteiweiBung bei 
LuftausschluB8 unter fliissigem Paraffin gemessenen GSH.-Werte des 
vendsen und arteriellen Blutes stimmen bei HalsgefaBen fast immer 
iberein, wihrend bei SchenkelgefaéBen das arterielle Blut immer héheren 
GSSG.-Gehalt zeigt. Da aber das Blutglutathion, wie schon oben 
hervorgehoben, wahrend der EnteiweiBung mit Saure durch Hamo- 
globin teilweise oxydiert wird, so ist der exakte Wert nur nach CO-Be- 
handlung zu erhalten. Unter Beriicksichtiqung dieser Tatsache gemessene 
Werte ergeben, wie der folgende Versuch zeigt, fast immer dieselben Re- 
sultate sowohl beim reduzierten als auch beim Gesamtglutathion. Nur in 
einigen Fallen findet man etwas kleinere GSH.-Werte im arteriellen 
Blute, aber die des Gesamtglutathions bleiben fast immer dieselben. 
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physiologischen Funktion noch genauer erforscht werden. 


Ve rsuch 


6. 


Diese Anderung des GSH.-Wertes muB unter Beriicksichtigung < 


In den Hauptraum des modifizierten Thaunberg-Get: 


bringt man 4,0 ecem 0,286 °.,ige Na-Citratlésung und wagt das ganze Cewi: 
Dann fiigt man etwa 2,0cem Blut aus einer Spritze zu und wagt di 


9 


gesetzte Blutmenge aus (sie sei 24 g). 
Citratlésung und einen halben Tropfen Octylalkohol. 


bringt 
gesattigt 
man etwa 
stehende Lésung photometrisch bestimmt. Die zugesetzte 


laBt 


war etwa 10mg pro cem Blut. 


Tabelle V. 


man adcem 20 °,ige 
und das GefaB 


Gluta 


geschlossen. 


thiongehalt 


Man fiigt dazu noch 
In den 
wird 


Metaphosphorsiiurelésung. 


. 
LS 


‘ 


m 


Nach dem Einkippen der 


Ergebnisse siehe Tabelle V 


und 


a 
Anha 


it 
Ss 


vile 
15 Minuten stehen, dann wird zentrifugiert und die tl. 
Citratme 


v'R. 


des HalsgefaBblutes 











von Kaninechen in mg%. 
V: V. jugularis; A: A. carotis. 

; P : Red. -100 : = a Red 
Nr. $2) Gefiié GSH. “cane Gesamt Nr. Z2 Gefie GSH. “oan Gesamt 

$ 0/, S 0 

' ( V 30,5 362 84 g inf} V |39,6| 58,2 68 
2) A 2992 324 90 5 Ol a 1493] 58,2 73 

2 gi V 366 585 63 7 Q! V | 86) 47,3 18 
ve | A 37,5 58,6 64 : \| A |10,5| 54,0 20 
P {| V. }42,2) 67,3 74 (| V 134.9) 49.6 71 
3131 a 492) 67,8 74 8 fil A 180, 49,5 36 
aio V ;19,0; 62,0 31 9 aft V 46,2) 78,9 58 
\} A |19,0; 12,0 31 \| A |46,7| 78,9 59 

p ( V_ | 60,4; 67,6 75 10 a! V_ 33,8; 58,0 58 
58), A | 60,4) 65,0 78 | | A |33,8| 56,0 60 
Tabelle VI. Glutathiongehalt des Schenkelgefa®Bblutes 

von Kaninchen in mg%. 
V: V.femoralis; A: A. femoralis. 
= ; Red. 3 ae Red. | 

Nr. $2 Gefis GSH. “ca Gesomat | ur. | 2 Geti® GSH. c. Gesamt 
ri of V |398 46,4 86 g iat] V 1829} 40,0 82 
7; A 1388 464 84 | A 320 381 84 
9 (} V¥- 1281) 595 7 Pa { 36,6 56,2 65 
2 8) A (263, 59,5 47 719) A 34,7! BSB 9 
; {| V | 41,9] 64,0 78 g {i Vi (48,1; 57,3 75 
3 2) A 39.0 54.0 72 8 Sh a 1422) 673 74 
aiiel| Vv | 276) 480 58 9 if; V | 823) 62,0 62 
“\i A | 23,8! 48,0 50 eis VA 179,01 62,0 31 
= js V 129.2 52,8 53 10 11sV 14,2; 26,4 53 
5 ol A 142 528 27 oi} aA | 111} 264 12 
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7. Glutathiongehalt der einzelnen Blutbestandteile. 


Uber den Glutathiongehalt in Plasma und Erythrocyten ist bereits 
vielfach berichtet worden, kaum jedoch iiber den von Blutplattchen 
und Leukocyten. Die Isolierung der reinen Blutplattchen ist  ver- 
haltnismaBig leicht, die Isolierung der reinen Blutleukocyten jedoch 
sehr schwer und mir bisher nicht gelungen; aber durch Messung einer 
geniigend gereinigten Leukocytensuspension, die nur mehr _ geringe 
Beimengungen von Blutplattchen und Erythrocyten enthielt, konnte 
ich den Glutathiongehalt in 100% ig reinen Leukocyten folgender- 
mafien ausrechnen. 

Versuch 7. a) Behandlung des Blutes: 2.acem Pferdeblut werden 
mit acem 1,1 %iger Na-Citratlésung in 0,7 °,iger NaCl-Lésung versetzt 
und nach gutem Mischen zentrifugiert (vgl. Fujita }). 

bh) Bestimmung von GSH. im Plasma: Die iiberstehende Fliissizkeit 
der zentrifugierten Lésung (gelbbraunlich und klar; Verdiinnung: 4/3) 
wird mit dem gleichen Volumen 4°,iger Metaphosphorsaéure gemischt. 
Nach 15 Minuten Stehenlassen wird zentrifugiert und in der iiber- 
stehenden Flissigkeit (Verdiinnung: 8/3) der Glutathiongehalt photo- 
metrisch bestimmt. Ergebnis: 


Reduziertes Glutathion.......... 0,00 mg, 
Gesamtglutathion ............... 6,84 mg%. 


c) Bestimmung des Erythrocytengehalts in der Erythrocyten- 
suspension: Der Mittelteil des Niederschlags von a wird mit 0,9 °Jiger 
NaCl-Lésung zweimal gewaschen 2 und in der NaCl-Lésung suspendiert 
(Suspension A). Diese Suspension wird mit NaCl-Lésung aufs 25fache 
verdiinnt, 1 ccm davon ia einen Himatokriten eingebracht und bis zur 
Volumkonstanz zentrifugiert. Ergebnis: 


Hohe des Hamatokrits ............ 4.5 Skalenteile, 
Volumen eines Skalenteils ......... 3,15 - 10-3 cem, 
NS is SUSIE 53. 90 Baik ens 25fach. 


Der Erythrocytengehalt der Suspension A ist also: 
4.5 -3,15 - 10-3 - 25 - 160 = 35,4 Vol.-%. 


d) Bestimmung des Glutathiongehalts in Erythrocyten: In den 
Hauptraum des modifizierten Thunberg-GefaiBes werden 2,0 cem Erythro- 
cytensuspension A, 7,0 cem Wasser und ein Tropfen Octylalkohol ein- 
gebracht. In den Anhang wird 1,0 cem 20° {ige Metaphosphorsaéure 

Diese Zeitschr. 197, 175, 1928, und zwar S. 180. 2 In einem ge- 
sonderten Versuch wurde bestatigt, da®B der Glutathiongehalt der Zellen 
durch Waschen kaum abnimmt. 
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yvetan. Nachdem das Gefail} mit CO gefiillt ist, wird die Metaphosph« 
siure eingekippt und nach 15 Minuten zentrifugiert, wobei Suspension | 
auf das 5fache verdiinnt wird. In der iiberstehenden Fliissigkeit wur( 
der Glutathiongehalt bestimmt. Ergebnis: 

1. GSH.-Gehalt in Suspension A............. 42,5 mg%. 


Der GSH.-Gehalt in den Erythrocyten ist also !: 


OF 
yn 9 } 
7” 
a4. 100 120 mg. 
ovo, 
2. Gesamtglutathiongehalt in Suspension A... 48,0 mg°®,. 


Der Gesamtglutathiongehalt in den Erythrocyten ist also: 


48,0 Se a 
-. +100 = 135,5 mg%. 
35,4 
e) Bestimmung des Hadmoglobins in Erythrocyten: Suspension A 
wurde mit Wasser aufs 100fache verdiinnt, in der Luft gut geschittelt 
und photometriert (S55, 5mm). Ergebnis: 


EL = 0,510. 
Auf Suspension A umgerechnet : 
E = 51,0. 


Auf Erythrocyten umgerechnet : 


0 


E = — -100 = 144. 

35,4 
1) Isolierung der Blutplattchen: Der Niederschlag von a wurde 
zeutrifugiert und die obere Zellschicht mit einer. Kapillarpipette in 
einen Haimatokriten (Kapillarweite etwa 4 mm) eingebracht und zentri- 
fugiert. Die oberste weife Zellschicht (bestehend aus reinen Blut. 
plattchen) wurde abgesaugt, mit 0,9 °%iger NaCl-Lésung zweimal « 
waschen * und in der NaCl-Lésung suspendiert (Suspension B). Man 
verdiinnt die Suspension mit der NaCl-Lésung auf das 5fache. 1 ccm 
davon wurde im Hamatokriten (Kapillarweite etwa 1 mm) auf Volum 

konstanz zentrifugiert. Ergebnis: 


Hohe des Hamatokrits .............. 5,2 Skalenteile, 
Volumen eines Skalenteils ........... 3,04 - 10-3 cem. 


Der Blutplattchengehalt der Suspension B ist also: 
5,2 - 3,04 - 10-3 - 5-100 = 7,91 Vol.-%. 
' Das spezifische Gewicht der Erythrocyten wurde als 1 angenommen 
Da der dadurch bedingte Fehler kaum mehr als 3°, betragt, wurde hic 


einfachheitshalber nicht korrigiert. — ? N6étigenfalls wird die Fraktionierwig 
durch Zentrifugieren wiederholt. 
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qg) Glutathionbestimmung in Blutplattchen: 3.0 com Suspension B 
wurden mit 2,0cem Wasser und 5,0 cem 4° ,iger Metaphosphorsaure 
vemischt und nach einigem Stehenlassen zentrifugiert. Von der iiber- 
stehenden Fliissigkeit (Verdiinnung: 10.3) wurde der Glutathiongehalt 
hestimmt. Ergebnis: 


GSH.-Gehalt in Suspension B ......... 3.33 mg° 


Der GSH.-Gehalt in den Blutplattchen ist also: 


3,00 
— - 100 42,2 mg%. 
7,91 
Gesamtglutathion in Suspension B ..... 8,53 mg%,. 


Das Gesamtglutathion in den Blutplattchen ist also: 


~« 


Sie 
-100 = 107.9 mg. 


7, 

h) Isolierung der Leukocyten: Die an die Blutplattchenschicht 
von f anschlieBende rosarote Schicht besteht hauptsachlich aus Leuko- 
eyten, enthalt aber noch eine kleine Menge Erythrocyten und Blut- 
plittchen. Diese Schicht wurde mit der Kapillarpipette in einige 
Hamatokrite (mit relativ weiterer Kapillarweite) eingebracht und durch 
Zentrifugieren die Blutplattchenschicht beseitigt: die rosarote Schicht 
wurde abgesaugt und die Trennung im Hamatokrit wiederholt. Die 
iger NaCl-Lésung 


O'm 


rosarote Schicht wurde aufgenommen und mit 0,9 ° 
gewaschen und suspendiert (Suspension C). Mit der NaCl-Lésung 
wurde auf das 5fache verdiinnt und | ccm dieser Suspension im Hamato- 
kriten zentrifugiert. Ergebnis: 
Hohe des Hamatokrits ........... 5,9 Skalenteile. 
(Davon macht die Blutplattchenschicht 0,2 Skalenteile aus.) 


Der Blutplattchengehalt der Zellen ist also: 


0,2 , 
——-]100 = 3,4 Vol.-%. 
5,9 
Volumen eines Skalenteils ......... 3.13 - 10-3 cem. 


Das Volumen der gesamten Zellen in Suspension C ist also: 
5,9 - 3,13 - 10-3 -5-100 = 9,23 Vol.-%. 


Um das Erythrocytenvolumen in Suspension C zu bestimmen, 
wurde die Suspension C mit Wasser auf das 20fache verdiinnt und die 
hamolysierte Lésung zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
nach tiichtigem Schiitteln in der Luft photometriert (S55, 5 mm). 
Ergebnis: 

Extinktion der himolysierten Lésung: EF = 0,070. 

Auf Suspension C umgerechnet: # = 1,4. 
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Wenn die Zellen in Suspension C ausschlieBlich aus Erythro: 


bestanden, so ware: 
9,23 


144 - 
100 


Der Erythrocytengehalt in Suspension C ist also: 


-—— - 100 = 10,5 Vol.-%. 
13,3 

Der Leukocytengehalt ist folglich: 

100 — (10,5 + 3,4) 86,1 Vol.-°%. 

i) Glutathiongehalt in Leukocyten: In den Hauptraum des Thun!) 
GefiBes werden 4,0 cem Suspension C, 5,0 cem Wasser und ein Tropfen 
Octylalkohol eingebracht. In den Anhang wird 1,0 cem 20 %ige Meta 
phosphorséure gegeben. Nach dem Fiillen mit CO wird der Inhalt 
gemischt, nach einigem Stehen zentrifugiert und in der iiberstehende: 
Fliissigkeit (Verdiinnung: 10/4) der Glutathiongehalt bestimmt. 

Glutathiongehalt in Suspension C 8,75 mg °;. 

Da Suspension C aus 86,1 Vol.-%, Leukocyten, 3,4 Vol.-%, Blut 
plattchen und 10,5 Vol.-°, Erythrocyten besteht und der Glutathion 
gehalt in den Blutplattchen 42,2 mg®,, derjenige in den Erythrocyte: 
120 mg, betragt, so kann der Glutathiongehalt in den Leukocyte: 
«mg, aus folgender Gleichung berechnet werden: 

86,1 3,4 10,5 8,75 
x -L 4232 4. - 120 - 100. 
100 100 100 9,23 


x = 93,7 mg%. 


Entsprechend kann der Gesamtglutathiongehalt in den Leuko 


cyten X mg% aus folgender Gleichung berechnet werden: 


86,1 3,4 10,5 gs 9,6 


-107,9 + SORS. one —— > 100. 
; ~ 100 ss 9,23 


X = 100 mg%. 
Die gefundenen Werte werden in Tabelle VII zusammenfassend 


angefiihrt. 


100 ~ | 100 


Tabelle VII. Glutathiongehalt! in den einzelnen Blutbestand 
teilen des Pferdes in mg®,. 





¢ i Red. Oxyd. 
Art der Zellen Reduziert Insgesamt - 100 


Gesamt Gesamt 
Plasma 6,8 0 100 
Erythrocyten é 135,5 89 1] 
Blutplattchen 2,2 107,9 39 61 
Leukocyten 7 100,0 94 6 


1 Da der Cysteingehalt sehr klein ist, wurde von einer Korrektw 
Abstand genommen. 
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Auf ahnliche Weise konnte ich die Cystein- und Ascorbinsaure- 
vehalte bestimmen (Tabelle VILL und LX). 


Tabelle VIII. Cysteingehalt in den einzelnen Blutbestandteilen 
des Pferdes in mg%®,. 





P Red. Oxyd. 
Art der Zellen Reduziert Insgesamt : - 1 - 100 
Gesamt Gesamt 


Plasma 0,2 1,6 13 87 
Erythrocyten 0,5 0,6 83 17 
Blutplattchen 0,0 1,9 0 100 
Leukocyten 0,5 1.5 36 64 


Tabelle IX. Ascorbinsaéuregehalt in den einzelnen Blutbestand- 
teilen des Pferdes in mg%. 





Red, Oxyd. 
Art der Zellen Reduziert Insgesamt - = - 100 - date 100 
Gesamt Gesamt 


Plasma 0,33 0,74 45 55 
Erythrocyten 0,76 1,62 47 53 
Blutplattchen 2 34,7 66 34 
Leukocyten f 21,9 | 59 41 


Wie man daraus sieht, haben von den einzelnen Blutbestandteilen 
die Erythrocyten den gréBten Gehalt an reduziertem Glutathion, dann 
folgen die Leukocyten. Blutplattchen enthalten noch weniger und 
Plasma gar keines. 

Der Gesamtglutathiongehalt ist ebenfalls in den Erythrocyten 
am gréBten. Blutplittchen und Leukocyten enthalten fast gleichviel, 
im Plasma ist sehr wenig nachweisbar. 

Dagegen enthalten Blutplattchen am meisten Ascorbinsdure sowohl 
in der reduzierten wie auch in der Dehydroform, dann folgen Leuko- 
cyten, Erythrocyten und Plasma. Die zwei Letztgenannten enthalten 
bedeutend weniger Ascorbinsdure, sind aber relativ reich an der 
Dehydroform. 

Zusammenfassung. 


1. Wenn man das Blut mit Saure enteiweiBt, so wird ein Teil des 
Glutathions oxydiert, aber als Gesamtglutathion vollkommen wieder- 
gefunden. Das Glutathion wird also dabei nicht gespalten. 

2. Glutathion wird bei 60 Minuten dauerndem Schiitteln von 


Hamoglobinlésung in Luft nicht oxydiert. Durch das nach Zusatz der 


Siure entstandene Hamatin wird Glutathion auch bei 60 Minuten 
langem Schiitteln in Luft nicht oxydiert. Das Glutathion wird aber 
teilweise oxydiert wahrend der Umwandlung des Hamoglobins in 
Himatin nach Zusatz der enteiweiBenden Saure. Dieses Verhalten 
ist ungefahr dasselbe wie bei der Ascorbinséure, aber etwas weniger 


ausgesprochen. 
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3. Wenn man Hamoglobin vorher durch CO sauerstofffrei mac; 
und dann durch Saure enteiweiBt, so findet keine Oxydation des Gluta 
thions statt. Zur Glutathionbestimmung des Blutes und der hamo 
globinreichen Gewebe mufS man daher vor der EnteiweiBung mit (( 
behandeln. 

4. Zur Bestimmung des Blutglutathions ist das Blut vor der Ent 
eiweiBung zu hamolysieren, da das Glutathion sich hauptsachlich 
den Zellbestandteilen befindet und die Erythrocyten von der ent 
eiweiBenden Saure ohne Hamolysierung nicht geniigend zerstért werde: 

5. Wenn man das Blut mit CO behandelt, so bleibt der gemessen 
Glutathionwert derselbe, gleichgiiltig, ob man den Versuch unter Luft 
ausschlu8 oder in Luft durchfiihrt. Sonst schwankt der gemesser 
Glutathionwert je nach dem Sattigungsgrad des Hamoglobins mit 
Sauerstoff. Zur Bestimmung des Glutathions im arteriellen und venése 
Blute muB man daher mit CO behandeln. 

6. Unter Beriicksichtigung dieser Befunde findet man fiir den 
Glutathiongehalt (sowohl an reduziertem wie auch an Gesamtglutathion 
in arteriellem und venédsem Blute in dem entsprechenden Bezirk ve 
wohnlich iibereinstimmende Werte. Manchmal findet man im arterie|len 
Blute weniger GSH. als im vendsen Blute, aber als Gesamtglutathion 
erhalt man fast denselben Wert. 

7. Es wird iiber die Methode zur Bestimmung des Glutathiongehalts 
in einzelnen Blutbestandteilen (Plasma, Erythrocyten, Leukocyten 
und Blutplittchen) sowie iiber die MeBergebnisse mit Cystein und As 
corbinsaure berichtet. 
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Die Bestimmung des Eisens in biologischem 
Material, insbesondere des Nichthimoglobineisens 
in geringen Organmengen durch Phenanthrolin 

als Indikator. 
Von 
Karl-Heinz Schaefer. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kéln.) 
(Eingegangen am 6, Marz 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir den exakten Nachweis sehr kleiner Eisenmengen haben sich 
die alteren, meist unspezifischen Methoden (Jodometrie) als ungenau 
und daher unbrauchbar erwiesen. Aus diesem Grunde machte man sich 
bald die Fahigkeit des Eisens, mit einer Reihe von Salzen stark gefarbte 
Komplexverbindungen einzugehen, zunutze. In der Reihe dieser 
kolorimetrischen Eisennachweise ist die Rhodanmethode wohl auch 
heute noch die gebrauchlichste, obwohl die Bildung des Ferrirhodanids 
und damit die Farbentwicklung durch méglicher weise in Aschelésungen 
auftretende Substanzen (salpetrige Saure, Phosphorsadure) erheblich 
gestért werden kann. Es bedeutete daher einen groBen Fortschritt, 
als Hill das «, «’-Dipyridyl, das mit Ferroionen eine sehr haltbare und 
sehr intensiv gefarbte Komplexbindung eingeht, als Indikator fiir 
Kisenbestimmungen einfiihrte. Das dem «, «’-Dipyridyl chemisch nahe- 
stehende o-Phenanthrolin bildet, wie Blau als erster beschrieb, ebenfalls 
mit zweiwertigem Eisen einen sehr bestandigen und stark rotgefarbten 
Ferrophenanthrolinkomplex von der Formel |Fe(C,.HgN,)3| x2, wobei x 
den monovalenten Saurerest des angewandten Eisensalzes darstellt. 
Erst in neuerer Zeit (Saywell und Cunningham u.a.m.) ging man nun 
dazu tiber, diese Farbreaktion auch in quantitativer Beziehung aus- 
zuwerten und fand, daB die Farbstarke des Eisenphenanthrolinkomplexes 
der Menge der in dem betreffenden Medium vorhandenen Ferroionen 
durchaus parallel geht. Heilmeyer und Plétner haben diese Art des 
Eisennachweises zur Grundlage ihrer umfangreichen Serumeisen- 
studien gemacht und charakterisierten die Vorteile vor der Dipyridyl- 
methode dahingehend, da®B der erstere Indikator viel langer haltbar, 
wesentlich billiger ist und zudem noch neben anderen optischen Vor- 
ziigen im Maximum eine um etwa 30 °%, hohere Extinktion besitzt. Diese 
Eigenschaften lieBen es als lohnend erscheinen, die Phenanthrolin- 
methode auch auf den Gesamteisennachweis in biologischem Material, 
d.h. in Aschelésungen von Nahrungsmitteln, Stuhl, Urin und besonders 


von tierischen Geweben auszudehnen. 




















418 K.-H. Schaefer: 


Die Ausschaltung bzw. Bestimmung des Hamoglobineisens. 


GroBe Schwierigkeiten bei der Bestimmung des wirklichen Ge\ e}¢. 
eisens bereitet immer die exakte Messung eines auch durch Entblutung 
nicht zu entfernenden Restes von Hamoglobineisen in Organen jj 
Voraussetzung ist fiir eine genaue Berechnung des Gewebeeisens jac 
der Gleichung: Gewebeeisen = Gesamteisen — Haimoglobineisen 


Als die beste und vor allem den physiologischen Verhaltnisser an 
meisten entsprechende Art der Entblutung des Organismus muB die Spiiluny 
des lebenden narkotisierten Tieres gelten. Bei gréBeren Tieren bis zu des 
Kaninchen gelingt das in einfacher Weise, indem man durch eine in di 
Vena jugularis eingebundene Glaskaniile unter maéBigem Druck soviel aii 
K6érpertemperatur angewarmte sauerstoffgesattigte Ringerlésung ode 
besser Tyrodelésung einlaufen la8t, wie aus der durchtrennten Art. carotis 
herausstrémt. Man kann auf diese Weise die Herzkraft solange erhalten 
bis die ausstrémende Fliissigkeit nicht mehr rotgefarbt ist, wonmt di 
Spiilung praktisch als beendet angesehen werden kann. Bei kleinere: 
Tieren ist dagegen diese Art der Entblutung kaum durchfiihrbar. Scho 
bei groBen Meerschweinchen ist es ziemlich schwierig, die Kaniile in di 
Vena jugularis (zweckmaBig Jugularis externa) einzufiihren. Bei kleine 
Meerschweinchen (200 bis 300 g), Ratten usw. gelingt das in den wenigsten 
Fallen und deshalb schlugen Henriqués und Roche vor, die Durchspiilung 
direkt vom Herzen her vorzunehmen, indem man die Kaniile durch di 
Herzspitze in die linke Herzkammer einfiihrt. Der AbfluB8 des Blutes bz\ 
der Spiilfliissigkeit findet aus der durchtrennten und proximal abgeklemmten 
Vena cava inf. statt. Wenn man jedoch eine Entblutung auch des Lungen 
und Coronarkreislaufes erreichen will, so bindet man die Kaniile bei kiinst 
licher Atmung in die Vena cava inf. oberhalb des Zwerchfelles ein. Hort 
das Herz sehr friih auf zu schlagen, oder ist aus anderen Griinden die Ent- 
blutung noch nicht vollstandig, so schlie8t man unmittelbar daran die teu 
mechanische Durchspiilung mit physiologischer Kochsalzlésung an, nachden 
man vorher eine zweite Kaniile in die Aorta descendens eingebunden hat 
und nun aus einer Héhe von 1m den grofen und von 40 bis 50cm de: 
kleinen Kreislauf bei einer Strémungsgeschwindigkeit von etwa = 16 ccn 
pro Minute durchstrémt. Auf diese Weise gelingt es, die Lungen, die Lebe: 
das Herz und vor allem die Nieren praktisch blutfrei zu spiilen. Die M 
dagegen widersteht bis zu einem gewissen Grade aus anatomischen Griind: 
allen Entblutungsversuchen. Aus diesem Grunde wird man auf eine méglichst 
genaue Hamoglobinbestimmungsmethode in Organen zuriickgreifen miissen 
zumal die Durchspiilung der Organe in zweifacher Richtung zur Been 
trichtigung der Resultate fiihren kann. Die Odembildung fiihrt zur 
héhung der Feuchtgewichte und damit zu einer relativen Erniedrigung « 
Eisenwerte; dieser Fehler kann ausgeschaltet werden, indem man prinzipii 
das Trockengewicht des zu untersuchenden Organs als Ausgangspunk! 
wahlt: Die linke vor der Durchspiilung einem Meerschweinchen entnommet: 
Niere verminderte im Trockenschrank ihr Gewicht von 1,0 auf 0,212"¢ 
und die rechte nach der Spiilung dem gleichen Tier entnommene Niet 
unter gleichen 4uBeren Bedingungen von 1,0 auf 0,1226 g. Mit der Schattinyg 
derartig unphysiologischer Verhaltnisse verbunden ist die nicht zu ve! 
meidende Gefahr, da mit der Spiilung ein Teil des nicht organiscli 4 
bundenen Gewebeeisens entfernt und somit dem Nachweis entzogen wil: 
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Versuche, die zuriickgebliebene Hdmoglobineisenmenge in Organen 
exakt zu bestimmen, sind von den verschiedensten Seiten unternommen 
worden. Lintzel geht in der Weise vor, da er einen Teil des zu unter- 
suchenden Organs in der Reibschale mit destilliertem Wasser fein 
zerreibt. Der nach Hamolyse der roten Blutkérperchen in dem destillier- 
ten Wasser geléste Blutfarbstoff wird, um die Mi®farbigkeit der Organ- 
ufschwemmung zu vermeiden, durch mehrfaches Einleiten von Leucht- 
gas in CO-Hb iiberfiihrt und nach mehrfachem Filtrieren, eventuell im 
Risschrank, gegen Standardlésungen nach Awtenrieht kolorimetriert. 
Trotz aller dieser MaBnahmen gelang es uns jedoch in zahlreichen 
Fallen nicht, die stark getriibte Organaufschwemmung in ein klares 
und damit exakt photometrierbares Filtrat zu verwandeln. Aus diesem 
Grunde suchten wir einen Weg, den Blutfarbstoff aus der durch kolloidale 
Stoffe getriibten Lésung quantitativ in ein anderes voéllig klares Medium 
mu iiberfiihren. Das gelang erst nach Abtrennung der Farbkomponente 
vom EiweiBteil des Himoglobins mit Hilfe von Eisessig oder Salzsaure. 
Beim Ausschiitteln mit Ather geht das Himatin bzw. Hamin mit braun- 
violetter Farbe in diesen iiber. Auf der Suche nach anderen weniger 
fliichtigen Stoffen zum Ausschiitteln fanden wir noch das Benzol ge- 


‘eignet. Der Vorteil der geringeren Fliichtigkeit wird jedoch durch den 


Nachteil erheblich schlechterer Léslichkeit des Hamatins in Benzol 
mehr als aufgewogen. Man kann diesen AusschiittelungsprozeB wesent- 
lich beschleunigen, wenn man vorher zu der Haimin enthaltenden 
Organaufschwemmung je nach der Starke der Farbe 5 bis 10 cem 
absoluten Methylalkohol hinzufiigt. Die mehr oder weniger stark 
yefirbte Atherlésung kann dann gegen eine auf die gleiche Weise ge- 
wonnene Standardlésung kolorimetriert werden. Eine wesentliche 
Erleichterung des Analysenganges bedeutet jedoch die Méglichkeit, 
diese vollig klare Farblésung spektralphotometrisch mit Hilfe des 
Stufenphotometers ohne Vergleichslésung bestimmen zu kénnen. Die 
Absorptionsspektren des Haimatins und Hamins in den verschiedenen 
Lésungsmitteln hat Heilmeyer eingehend untersucht und dargestellt. 
Nie alle zeigen einen steilen Anstieg der typischen Farbkurve zum kurz- 
welligen Teil des Spektrums. Dementsprechend fanden wir bei der 
Wahl des geeigneten Farbfilters die héchsten Extinktionswerte mit dem 
Filter S 43. 


Zur Priifung der Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes wurde eine 













anze Serie von Hamoglobinlésungen mit bekanntem Hamoglobin- bzw. 
lamoglobineisengehalt in der dargestellten Weise behandelt. Mit der 
Llusschiittelung wurde immer zum gleichen Zeitpunkt, 5 Minuten nach 
lem Zusetzen der Salzsiure, begonnen. Die Ergebnisse dieser Unter- 
uchungen gibt Abb. 1 wieder. 


Biochemische Zeitschrift Band 304. 99 

















420 K.-H. Schaefer: 


Sie zeigen die absolute Giiltigkeit des Absorptionsgesetzes fiir (i 

hier in Frage kommenden Himoglobineisenkonzentrationen. Die in der 

Abbildung mit. einem kleinen Kreuz vermerkten Extinktionswe1 

' wurden in dem geschilderten Verfahren erhalten, nachdem die be- 
treffenden Hamoglobinlésungen einer vollig farblosen aber stark ye 

triibten Organaufschwemmung von Leber, Lunge und Niere zugesetzt 

worden waren. Es wird hierdurch gleichzeitig der Nachweis gefiihrt 
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Abb. 1. Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes fiir Haiminitherextrakte, auf Hb-Eisen berechinet 
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da auch das in Organaufschwemmungen vorhandene Hamoglobin 
bzw. Hamin quantitativ in dem Ather erscheint. 

Das Absorptionsverhdltnis wurde aus einer gréReren Zahl vor 
Lésungen mit bekanntem Hamoglobineisengehalt fiir das Filter 8 43 
nach der Formel A = c/e berechnet und in folgenden Werten festgelegt 


2,723 mg Hb 9,12. »y Hb-Eisen in 10 cem k& 0,184 A = 4,97- 10- 
2,006 55 «5 = O20. - » 10 , &£-=0,19 A = 4,92- 10-' 
i 4,328 » re », 10 ,, k = 0,088 A 4,94- 10-8 
BOO ss. 4 12,16 » ye » 10 ,, &= 0,246A = 4,95- 10-' 
PIR hs 39,25 y» me » 10 ,, E= 0,788 A 4,98- 10 ° 


Im Mittel: 4,95. 10° 


Es sei jedoch hervorgehoben, dai die Messungen mit dem Filter § 45 
in einem Teil des Spektrums erfolgen, in dem das menschliche Auge au! 
feine Lichtunterschiede nicht mehr sehr empfindlich reagiert. Mai 
kann sich jedoch helfen, indem man die Schichtdicke so wahlt, da dir 
Extinktion weniger als 0,5 betrigt. Eine weitere Verbesserung wird 
hier natiirlich die Verwendung der Hagephotlampe bedeuten. 
Weitere Testanalysen beweisen die Brauchbarkeit der dargeste!llte! 
Hamoglobineisenbestimmung, wie folgendes Beispiel zeigt: Einem 
durch Nackenschlag getéteten Meerschweinchen wurde nach Unter- 
bindung der Gefafe sofort die linke Niere entnommen und beziig!ic! 
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Himoglobin- und Gesamteisengehalt verarbeitet. Sodann wurde die 

andere Niere von der Aorta abdominalis her blutfrei gespiilt, getrocknet, 

verascht und beziiglich Gesamteisengehalt untersucht. Dabei ergab 

sich folgendes Resultat : 

Niere blutig: Eimwage 0,1200 g Trockensubstanz, Gesamteisen 37,56 >, 
Hamoglobineisen 12,05 7, folglich Gewebeeisen 25,51 y. 

Niere gespiilt: Eimwage 0,1200 g Trockensubstanz, Eisengehalt 26,5 }. 

Arbeitsgang bet der Hamoglobinbestimmung in Organen. 

Etwa ein Drittel des zu untersuchenden Organs wird genau gewogen, 
in einer Reibschale méglichst fein zerkleinert und dann nach Zugabe von 
etwa 10 bis 15cem destillierten Wassers zu einer homogenen Aufschwem- 
mung zerrieben. Sodann wird die Organaufschwemmung in einen Scheide- 
trichter tibergespiilt, mit 1 cem n HC! versetzt und die Haminbildung (5 Mi- 
nuten) abgewartet. Nach Beigabe von 5 bis 12 cem absolutem Methylalkohol 
(je nach GréBe der Haminbildung) wird schlieBlich mit einer doppelt so 
groBen Athermenge ausgeschiittelt. Bei Bedarf kann die Ausschiittelung 
wiederholt werden. Die gesammelten Extraktmengen werden in einem 
MeBzylinder gemessen und sofort im Stufenphotometer unter Vorschalten 
des Filters 8 43, dessen Filterschwerpunkt bei 434 my liegt, in geeigneter 
Schichtdicke (meist 2cm) photometriert. Berechnung: c¢ Extinktions- 
koeffizient x Extraktmenge x 4,95 7 Hb-Fe. 


Die Bestimmung des Eisens. 

Bei der Eisenbestimmung nach der Phenanthrolinmethode mit 
Hilfe des Stufenphotometers ist folgendes zu_beriicksichtigen: 

1. Der Giiltigkeitsbereich des Beerschen Gesetzes, 

2. die Wasserstoffionenkonzentration, 

3. die mégliche Stérung der Eisenphenanthrolinkomplexbildung 

durch andere in Aschelésungen auftretende Stoffe. 

Die untere Grenze des exakten quantitativen Kisennachweises mit 
Phenanthrolin haben Heilmeyer und Plotner mit weniger als 10°, Fe 
bei einer Schichtdicke von 50mm mit einer Extinktion von 0,1 bes 
stimmt, also Mengen, die fiir den Eisennachweis in Aschelésungen durch’ 
geeignete Einwagen immer weit iiberschritten werden. Viel mehr 
interessiert in diesem Zusammenhang die Frage nach der oberen Grenze 
der Eisenbestimmbarkeit ohne Verdiinnung der Aschelésung, bis zu 
welchem Punkte also das Beersche Gesetz erfiillt wird. Tabelle I gibt 
eine Auswahl zahlreicher zur Klarung dieser Frage angestellter Unter- 
suchungen an Eisentestlésungen wieder. Zur Reduktion der Ferriionen 
m Ferroionen geniigt der Zusatz von 0,5 ccm einer 4% igen Hydro- 
chinonlésung. 

Es geht daraus eindeutig hervor, daB praktisch eine Uberein- 
stimmung der berechneten und der Sollwerte bis hinauf zur Grenze 
exakter Photometrierbarkeit von Farblésungen (etwa 3°,) besteht, 
da8 also sogar eine 4800 7° Eisen enthaltende Lésung nach Ver- 
diinnung mit der gleichen Menge sechsfach normaler Salzséure mit dem 
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Tabelle I. Eisenbestimmungen in Standardferrichloridlésu 


nach der Formel c= (M,-K, M,: K,)- 125 y®%, wobei M, und K, « 
Endmenge bzw. dem Extinktionskoeffizienten der Standa 
eisenphenanthrolinlésung, M, und K, der Endmenge bzw. dey 


Extinktionskoeffizienten des Blindwertes entspricht. 
Reduktion durch 0,5 cem einer 4° igen Hydrochinonlésung,. 





Endmenge Schicht 2 Soll wert Istwert Prozentu 


ecm ae em . ¥%l9 yo Fehler 
12,1 0,1 5 0,02 Blind wert ~- 

12,4 0,56 2 0,28 400 403 + 0,75 
12,0 0,69 ] 0,69 1000 1005 + 0,5 
11,8 0,685 lly 1,37 2000 1991 0.45 
12,1 0,995 Mfg 1,99 3000 2979 0,7 
12,2 1,3 Wy 2,6 4000 3935 1,63 
12,3 1,56 lig 3,12 4800 4766 0,7 


recht geringen Fehler von - 0,7 °% bestimmt werden kann. Die diesen 
Punkt betreffenden Untersuchungen von Thiel und van Hengel, die das 
Beersche Gesetz nur bis zu einer Ferroionenkonzentration von 200 >° 
herauf als streng giiltig ansprachen, kann man im obigen Sinne erweitern! 
und feststellen, daB mit der Phenanthrolinmethode kleinste Mengen 
Eisen bis zu einer Konzentration von 2000 4°, herauf ohne besondere 
Verdiinnungen nachweisbar und in geeigneter Schichtdicke (0,5 bis 5 cm 
photometrierbar sind. Bei der Berechnung dieser Werte bedienten wir 
uns der von Heilmeyer und Plétner angegebenen Absorptionskon 
stante 5,0 - 10-6. 

Die Wassersto/fionenkonzentration ist ebenfalls von groBer Bedeutung 
fiir die Farbentwicklung bei der Phenanthrolineisenprobe. Es ist aus 
diesem Grunde notwendig, immer die gleichen Bedingungen auch in 
dieser Beziehung zu schaffen. Die den praktischen Bediirfnissen fiir 
den unten beschriebenen Analysengang angepabten Untersuchunge: 
zeigt Tabelle II. 

Tabelle Il. Die Phenanthrolineisenreaktion bei steigende! 
Wasserstoffionenkonzentration der fertigen Farblésung 
Bei Ansiuerung Paranitrophenol als Indikator. 





Art der Ansiiuerung Extinktionskoeffizient Pr 

Moals: leighkt: galls cetbeit: c 5.408 Saicsacicnesks 0,0495 5,5 
iia I a ig a, on « as dah eta ech nlecen' ain 0.0568 1,01 
: “ + 1Tropfen n/2 H,SQ, ........ 0,2545 3,06 

, ee + 2 ” a pa OU ater gees 0,2570 ? 64 

= ip "eee ss ea. rere re 0,258 2 28 

: = oo a i Sore ied aie ens gar 0,256 1,94 

, = i ae a Eo Pee os ore 6 0,256 1,94 

, ’ EO 55 a Were Soe ne rts 0,254 1.94 


I 


1 Vgl. Heilmeyer u. Plétner, 8. 12, die auch bei Standardeisenl6sung 


von 1000 y°, das Absorptionsverhaltnis von 5,0- 10-® feststellten, was 


gleichbedeutend ist mit der Erfiillung des Beerschen Gesetzes. 
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Eisenbestimmung mit Phenanthrolin in biologischem Material. 4238 


Es wurden hierbei von der gleichen Ferrichloridstandardlésung je 
seem mit 4cem sechsfach normaler Salzsiure versetzt, nach einiger 
Zeit unter Benutzung von Paranitrophenol als Indikator bis zur Gelb- 
firbung mit 25%, Ammoniaklésung alkalisiert, durch tropfenweises 
Zugeben von n/2 H,SQO, in steigendem Mae wieder angesiuert und 
schlieBlich durch Beigabe von je 0,5cem 4°,iger wasseriger Hydro- 
chinon- und wasseriger 1 °,iger o-Phenanthrolinhydrochloridlésung die 
Farbentwicklung herbeigefithit. Die Wasserstoffionenkonzentration 
wurde an der fertigen Farblésung elektrometrisch gemessen. Der 
Extinktionskoeffizient, als Ausdruck der Farbintensitat, zeigt einen 
starken Anstieg bis zu einem py von etwa 3,0 und sodann ein Verbleiben 
auf dieser Hohe trotz Zusatz von weiteren 9 Tropfen n/2 H.SOx,. 
Praktisch erreicht man diese stabilen Verhaltnisse, indem man gerade 
bis zur Entfarbung der Lésung tropfenweise n/2 H,SO, und _ statt 
weiterer Sauerung nicht rein wasserige, sondern mit H.SO, leicht 
angesauerte Hydrochinon- und Phenanthrolinlésung zusetzt. 

Die eventuell die Farhentwicklung stérenden Schwermetalle, Cu, Co, 
treten in Aschelésungen gewoéhnlich in zu geringer Menge auf, um die 
feaktion maBgebend beeinflussen zu kGénnen. Auch das bei langerem 
Erhitzen sich entwickelnde Pyrophosphat iibt keinen nennenswerten 
KinfluB auf die Farbreaktion aus, wenn ihr geniigend Zeit (etwa 1 Stunde!) 
gelassen wird (vgl. Hummel und Willard). Sehr gut iibereinstimmende 
Doppelwerte sowie einige im folgenden aufgefiihrte Testanalysen haben 
die Richtigkeit dieser Feststellung unter Beweis gestellt. 


Tabelle II]. Eisenzusatz zu biologischem Material 
vor der Veraschung. 





Fe-Gehalt 


Material der Aschelisung | Fe-Zusatz Gefunden Berechnet hts re 
ohne Fe-Zusatz — 
Moe ioikrack. i es ds 122,27% | 296,5 7% | 419,0 7% | 418,7 y% |. + 0,07 
hah ee 163,0 7% 197,6 y% | 358,5 7% | 360,6 y% 0,6 
Riiben (5 g feucht) . 29,8 y 207,87 | 237,07 | 237.6 y 0,3 
Niere (0,12 g trocken) 37.5 y 255,0 293,7 y 292,56 y + 0,4 


Arbeitsgang bei der Eisenbestimmung. 


Das zu untersuchende Material wird zweckmabig in getrocknetem 
Zustande eingewogen und feucht verascht. Bei Tierorganen girgen wir 
in Anlehnung an die von Lintzel angegebene Arbeitsvorschrift fol gender- 
maBen vor: 

Der getrocknete und zerriebene Organteil wird genau gewogen, in 
2cem konz. H,SO, unter Zusatz von einigen Tropfen konz. Salpetersaure 
im Wasserbad gelést und mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt. Aliquote Teile, 
z. B. 4eem, dieser Lésung werden in je einen Mikro-K jeldahl-Kolben 
hineinpipettiert und unter mehrfacher Zugabe von insgesamt etwa 5 ccm 
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konz. Salpetersiure langsam verascht. Nach kurzem Abkiihlen wero) 
10 Tropfen Perhydrol hinzugefiigt und erneut bis zum Auftreten wei{ie; 
Dampfe erhitzt. Um schlieBlich alle noch vorhandenen Oxydationsmitte| 
; zu beseitigen, werden 2ccm 2° iger Natriumsulfitlésung zugegeben ind 
weiter erhitzt. Die abgekiihlte, véllig farblose Aschelésung betragt muy 
etwa 1 ccm. Man versetzt sie noch im Kolben mit 1 Tropfen 1 °,iger alkohol; 
scher Paranitrophenollésung, sodann mit 15- bis 20° ,iger Ammoniak 
lésung bis zum Auftreten von Gelbfarbung und séuert wieder an durch 
Kintropfen von n/2 Schwefelséure, bis die Lésung gerade wieder far}|os 
wird. Zur Reduktion des in der Aschelésung fast ausschlieBlich als Ferriion 
vorhandenen Ejisens zu Ferroionen geniigt der Zusatz von 0,5 cem 4°. ige) 
Hydrochinonlésung und zur Farbbildung der Zusatz von 0,5 cem einer 








1°,igen Lésung von o-Phenanthrolinhydrochlorid (Merck) in n/20 H,S0, vi 
Nach etwa | Stunde wird die 5 bis 6 ccm betragende rotgefarbte Asche- ™ 
lésung in einen kleinen MeBzylinder iibergespiilt und mit redestilliertem nu 
Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. In genau der gleichen Weise wird ein Blind tv] 
versuch angesetzt und verascht. Sodann werden die Farblésungen unte1 
Gegenschaltung des Leerwertes als Kompensationsfliissigkeit im Stufen 
photometer mit dem Filter 8S 50 als Doppelwerte bei geeigneter Schichtdick« “Ps 
(0,5 bis 5em) photometriert. Er 
Die Berechnung ergibt sich dann aus der folgenden sehr einfachen 
Formel: ¢ = Extinktionskoeffizient 125 y Fe, wobei sich die Konstant Ati 
125 aus dem Absorptionsverhiltnis = 5,0- 10-8 (vgl. Hetlmeyer und ; 
Plétner), aus der Endmenge der Farblésung = 10,0 und schlieBlich aus dem Vo 
Faktor 2,5 zusammensetzt, da wir nur 4cem von den 10 cem Schwefelsiure- Ba 
organlésung verascht haben. Rei 
Zusammenfassung. Ga 
ra] 
1. Es wird iiber eine neue Methode berichtet, die es gestattet, ohne Ga 
Vergleichslésung den Hamoglobineisengehalt in triiben Organaufschwem- J ie, 
mungen recht genau zu bestimmen. und 


2. Zur quantitativen Eisenbestimmung in Aschelésungen von F we 
biologischem Material hat sich die Phenanthrolinmethode sehr bewahrt. 
Zieht man von dem so bestimmten Gesamteisen das nach 1. berechnete J (yy 


Hamoglobineisen ab, so ergibt sich das Gewebeeisen. swe 
sick 
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Uber das Cytochromspektrum von Trockenhefen. 
Von 
Hermann Fink und Riehard Lechner. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe an der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1940.) 


Nach Keilin! besteht bekanntlich das typische Cytochromspektrum 
in Hefe aus vier Banden, deren Maxima bei etwa 604 (a), 565 (b), 550 (c) 
und 520 bis 530 my. (d) liegen. Bei einer Reihe von Organismen weicht 
nun das Cytochromspektrum zum Teil wesentlich von der normalen 
typischen Form ab. 

Auf Grund 4ahnlicher Beobachtungen arbeitete H. Fink? eine 
spektroskopische Methode zur Unterscheidung von Kulturhefen aus. 
Er teilte die untersuchten Hefen in zwei Gruppen ein: 

1. Hefen mit vierbandigem Cytochromspektrum a, 6, c, d, sog. 
Atmungshefen, da der Atmungsstoffwechsel bei diesen Organismen im 
Vordergrund steht; als Hauptvertreter gilt die Backerhefe, daher auch 
Backerhefentypus genannt. Als Nichtkulturhefen gehéren zu dieser 
Reihe auch die Kahmhefen. 

2. Hefen mit zweibandigem Cytochromspektrum bc, d, sog. 
Gairungshefentypus, da den hierhergehérenden Hefen hauptsachlich die 
Garungsfunktion zukommt; nach ihrem wichtigsten Vertreter wird 
dieser Typus auch als Brauereihefentypus bezeichnet. AuBer den ober- 
und untergirigen Brauereihefen gehéren zu dieser Gruppe auch die 
Weinhefen, gewisse Brennereihefen u. a. 

Auch je nach den Ziichtungsbedingungen kann nach H. Fink? das 
Cytochromspektrum ein und derselben Hefeart verschieden sein, und 
zwar wird die Verschiedenheit der Spektren wahrend der Ziichtung haupt- 
sichlich durch den Grad der Sauerstoffzufuhr bedingt. Es gelang ihm 
auch die Umziichtung von Hefen des einen Spektraltypus in den anderen, 
und zwar in beiden Richtungen. Doch unterscheiden sich die Hefe- 
rassen hierin. Backerhefe kann bei mangelndem Luftzutritt verhaltnis- 
mabig leicht in eine Hefe mit unvollstandigem Cytochromspektrum 
umgeziichtet werden. Auch Weinhefen und Brennereihefen gehen 
andererseits leicht in den Typus mit vierbandigem Spektrum iiber. 
Brauereihefe laBt sich schwerer in den anderen Typus umziichten. Durch 
eine Neuerung in der Methodik gelang es aber H. Fink und EF. Berwald3, 
auch die Brauereihefen in den anderen Typus iiberzufiihren. Es konnte 


1 Proc. Roy. Soc. 98, 312, 1925. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 
197, 1932. — % Diese Zeitschr. 258, 141, 1933. 
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jedoch die Starke der Spektralerscheinungen wie bei Backerhefe nici\1 
ganz erreicht werden. Auch wird die Umwandlung gelegentlich rii 
laufig. 

Den EinfluB der Ziichtungsbedingungen auf das Cytochromspektrii 
zeigten spiter A. Fujita und 7. Kodama! an untergariger Bierhete 
Die frische, von der Brauerei stammende Hefe zeigte ein Spektrum 
vom Typus a’, b, d; auf Hefeextraktagar aerob geziichtet: a, be, d, 
anaerobe Ziichtung durch mehrere Generationen ergab: a’, bc, d, d 

H. Jaoi und H. Tamiya* fanden, daB die Cytochrombanden yon 
Bakterien je nach dem Sauerstoffbedarf der betreffenden Bakteriey 
nicht nur in ihrer Zahl, sondern auch oft in ihrer Lage variieren. Dic 
bisher aufgefundenen Abweichungsformen des Cytochromspektrums 
sind von H. Tamiya und SN. Jamagutchi® zusammengefait worden. 

Die von H. Fink* aufgezeigte Methode zur Unterscheidung von 
Kulturhefen ist bisher nur auf frische, lebende Hefen angewandt worden 
Nach A. Boas*®, der die Methode praktisch angewendet hat, ist es 
méglich, mit Hilfe des Cytochromspektrums die Beimischung von 
Bierhefe in PreBhefe nachzuweisen. Nun stehen aber gerade fiir cic 
Unterscheidung lebender Hefezellen auch eine Menge anderer Methoden 
biologischer, chemischer Art usw. zur Verfiigung. Von Bedeutung fiu 
die Praxis ware aber eine Unterscherdungsmethode fiir Trockenhe fen 
Da bei Trockenhefen die Zellen vielfach teilweise oder sogar vollstandig 
abgetétet sind, versagen haufig die biologischen und physiologischen 
Methoden. Sowohl vom theoretischen wie vom praktischen Standpunkt 
aus schien es von Interesse zu sein, das Cytochromspektrum von 
Trockenhefen einer Untersuchung zu unterziehen und die Méglichkeit 
der Unterscheidung von Trockenhefen auf spektroskopischem Wege 
zu priifen. 

Die vorliegende Arbeit ist Ende 1934 gleich nach der Berufung des 
einen von uns (H.F.) von Miinchen nach Berlin begonnen und in de: 
ersten Monaten von 1935 beendet worden. Die Ver6ffentlichung mulit 
wegen vordringlicher technologischer Arbeiten immer wieder zuriickgestelt 
werden. Nun gab uns eine Arbeit von Hans von Euler, H. Hellstrom wid 
G. Giinther® uber Oxydationssysteme in Ober- und Unterhefen Veranlassuny. 
unsere damaligen Befunde noch bekanntzugeben. 

H.von Euler, Hellstrém und Giinther photographierten u.a. zu! 
Bestimmung bzw. zum Vergleich des Cytochromgehalts von Ober- und 
Unterhefen die Absorptionsspektren von Suspensionen zweier Stock 
holmer Hefen und werteten in den Photogrammen die Extinktionen 


1 Diese Zeitschr. 273, 186, 1934. — * Proc. Imp. Acad. 4, 436, 1925 
— % Acta Phytochimica 7, 233, 1933. — * A.a.O. — ® Mitt. Leben- 


mittelunters. Hyg. 25, 22—39, 1934; C 1934, I, 3812. — ® Zeitschr. f. phy- 
Chem. 258, 47, 1939. 
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Cytochromspektrum von Trockenhefen. 27 
der Absorptionsmaxima der Cytochrombanden aus. Wir beurteilten 
schon frither! den Cytochromgehalt durch direkten visuellen Vergleich 
der c-Banden im Absorptionsspektrum von Hefesuspensionen  ver- 
schiedener Konzentration und ermittelten fiir zahlreiche technische 
Hefen und Heferassen den ,,Cytochromfaktor*’, der im experimentellen 
Teil dieser Arbeit nochmals erlautert werden wird. Dieser betrug z. B. 
fiir zahlreiche obergirige Backereihefen 18 bis 24, fiir untergarige 
Brauereihefen 9 bis 13,3. Wir fanden also damals, daB in Backereihefen 
rund zwel- bis dreimal soviel Cytochrom ¢ vorhanden sein miisse als 
in untergarigen Brauereihefen. H.von Euler, Hellstrém und Giinther 
fanden nun fiir dieses Verhaltnis den Wert 1: 3,65. Unter Beriick- 
sichtigung der Verschiedenheit der Methodik bestatigen diese Ergebnisse 
also durchaus unsere friiheren Befunde. 

Die Stockholmer Autoren geben nun auBerdem fiir den Gehalt 
an Cytochromkomponente a von Unter- und Oberhefe ein Verhaltnis 
von 1:6 an. Diesen Vergleich haben wir seinerzeit! nicht durchgefiihrt, 
da wir es fiir nicht ohne weiteres zulassig hielten, die Absorptionsbande a 
bei 6040 A der Backereihefe mit der Absorptionsbande a’ bei 5950 A 
der untergarigen Bierhefe zu vergleichen. 


Methodisches. 


Zur spektroskopischen Untersuchung der Hefen benutzten wir die 
von H. Fink? angegebene Anordnung und Apparatur. Nur wurde 
diesmal ein Handspektroskop von Zeiss mit Wellenlangenskala ver- 
wendet. Die zu untersuchenden Trockenhefen wurden in Wasser 
angeteigt und aufgeschlammt und in einer planparallelen Glaskiivette 
von 5mm beobachtet. Um die reduzierte Form des Cytochroms sicher 
vorliegen zu haben, wurde der Suspension in der Kiivette jedesmal 
eine ganz geringe Menge Natriumhydrosulfit zugefiigt. Zur Kenn- 
zeichnung des Cytochromspektrums werden die einzelnen Streifen durch 
nachstehende Bezeichnungen ausgedriickt : 


a: 594—610 mu b: 555 —566 mu d: 514—533 mu 
a’: 575—595 ,, c: 544—555 ,, d,: §25 —533 
d,: 514—525 


be bedeutet, daB die beiden Linien in Griin zu einer Bande vereinigt 
sind; be zeigt an, daB zwischen beiden Linien eine schwache Aufhellung, 
aber keine deutliche Trennung vorhanden ist. 

Da die Trennung des d-Streifens in zwei Linien d, und d, nur selten 
zu beobachten ist, wird bei Vereinigung vou d, und d, zu einer Bande 
der Einfachheit halber nug d angegeben. Die Starke der Linien 
untereinander wird durch Unterstreichen des intensiveren Streifens aus- 


1H. Fink, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 197, 1932. 2 a.a. O. 
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gedriickt. Da, wie iibrigens auch H. Tamiya und S. Jamaguchi! betone 
die Lichtstarke in den verschiedenen Bereichen des Spektrums nicht gleic/ 
maBig ist, kann nur die Intensitaét benachbarter Streifen gegeneinande; 
verglichen werden, also a gegen a’, b gegen ¢ und d, gegen d,. be bedeutet 
z. B. die c-Linie ist wesentlich intensiver als der 6-Streifen. Uber die }\ 
deutung und Bestimmung des Cytochromfaktors siehe H.Fink!. Um 
Trockenhefen und PreBhefen hinsichtlich des Cytochromfaktors vergleichen 
zu kénnen, war es notwendig, auf Hefen mit gleichem, bestimmtem Wasse: 
gehalt zu beziehen. Da der Cytochromfaktor bei abgepreBten Hefen }y 
stimmt und dafii sehr gute brauchbare Zahlengr6Ben erhalten wurden, 
wurde der Cytochromfaktor auf Hefen mit einem Wassergehalt von 75 
bezogen. Die Definition des Cytochromfaktors sei kurz wiederholt. Als 
Cytochromfaktor ist der Wert 100/c bezeichnet, wobei ¢ = g Hefe mit 
einem Wassergehalt von 75°, in 100 ccm derjenigen Suspension, in welche: 
in einer Schichtdicke von 5 mm die 6c-Streifen des reduzierten Cytochroms 
eben verschwinden. Der Wassergehalt der Hefen wurde durch Trocknen 
bei 105° bestimmt. 


Untersuchung einer Reihe von Trockenhefen. 

Zur Orientierung und um das Verhalten der Trockenhefen iiber- 
haupt kennenzulernen, wurde eine Anzahl zur Verfiigung stehender 
Trockenhefepraparate spektroskopisch untersucht. Von einer grofen 
Anzahl dieser Hefen — es waren zum Teil Hefen des Handels war 
die genaue Herkunft oder Trockentemperatur oder die Art der Trocknung 
unbekannt. 

Die Hefen wurden in verschiedenen Konzentrationen untersucht. 
Ausgehend von einer Suspension mit 25 g Hefe (Trockenhefe mit etwa 
10° Wasser) in 100 cem wurde dann verdiinnt auf 16, 12 und schlieBlich 
6g Hefe in 100 ccm. In der Tabelle I sind nun die Untersuchungs- 
ergebnisse tiber diese Hefen zusammengestellt. 

Der a-Streifen konnte am deutlichsten bei der Konzentration von 
25 g Hefe in 100 cem, die Streifen be und d am besten bei der Konzentration 
16g Hefe in 100cem wahrgenommen werden. Die Doppelstreifennatw 
von bc war meistens erst in staérkerer Verdiinnung, 12 g/100ccm zu er 
kennen. Die c-Bande war immer auch ohne Sulfitzugabe zu sehen, wihrend 
der 6-Streifen oft erst nach Zusatz des Reduktionsmittels auftrat. Der 
c-Streifen war durchweg intensiver als der b-Streifen. Die d-Bande war oft 
unscharf begrenzt und ihre Abgrenzung nach der kurzwelligen Seite hin 
nicht mehr zu beobachten. 

Die in der Tabelle zusammengefaBten Ergebnisse besagen, dal} bei 
den als Backerhefen gekennzeichneten Trockenpraparaten der a-Streifen 
bis auf einen Fall immer zu beobachten war. Ebenso war die Doppe! 
streifennatur von bc meist zu erkennen. Bei den als Bierhefen be- 
kannten Trockenpraparaten fehlte der a-Streifen immer und auch dic 
bc-Bande war nicht getrennt, nur manchmal eine Aufhellung zu beob- 
achten. 
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Von den unbekannten Hefen kénnen vier (Nr. 23, 25, 26 und 27) 
sicher als sogenannte Atmungshefen angesprochen werden. 

Uberraschend ist das haufige Auftreten des a’-Streifens. Er war 
zusammen mit der c-Bande noch zu beobachten, wenn d und auch b 
nicht mehr sichtbar waren. Bei einer Backerhefe ist der Fall auf- 
vetreten, daB a und a’ zu sehen waren, und zwar verschwand der vor 
Zugabe des Reduktionsmittels vorhandene a’-Streifen nach Zusatz 
von Natriumhydrosulfit und der a-Streifen erschien. Bei dieser Hefe 
war auch 6 intensiver als c. 

Bei einer weiteren unbekannten Hefe war der a’-Streifen neben 
dem a-Streifen deutlich zu sehen. a war intensiver als a’. Es ist damit 
zum ersten Male das Auftreten von a und a’ nebeneinander beobachtet 
worden. 

Fujita und Kodama! berichten auch, daB sie das a’-Band nur beob- 
achten konnten, wenn das a-Band fehlte und nehmen an, da das a’-Band 
wahrschemlich vom a-Streifen verdeckt wird. O. Warburg, FE. Negelein und 
E. Haas* konnten die Bande a’ (589 wy), die sie als eine Bande des sauer- 
stoffiibertragenden Ferments ansprechen, nur in Essigbakterien, nicht aber 
bei Hefen oder anderen sauerstoffatmenden Zellen beobachten. 

Bei einigen untersuchten Trockenhefen war keine Absorption mehr 
festzustellen, bei einigen anderen nur mehr eine schattenhafte An- 
deutung einzelner Streifen. Solche Hefen zeigten auch beim An- 
schlammen mit Wasser keine Quellung und die Hefe setzte sich immer 
sehr rasch und flockig ab. 

Aus dieser Untersuchung ist zu entnehmen, da auch bet Trocken- 
hefen eine Unterscheidung in solche vom Atmungstypus und _ solche 
vom Garungstypus mdglich ist. 

Nachdem wir also an zahlreichen Hefetrockenpriparaten die 
wichtige Tatsache festgestellt hatten, daB tatsaichlich eine Unter- 
scheidung analog wie bei den frischen Hefen durchgefiihrt werden 
kann, haben wir systematische Versuche tiber die Veranderung des 
Spektrums in Abhangigkeit von der Trockentemperatur der Hefe 
angestellt. 

Untersuchung von Hefen mit verschiedener Trockentemperatur. 

Zur Untersuchung gelangten drei definierte Hefen, und zwar eine 
Backerhefe, eine Brennereihefe und eine Bierhefe. 

Die Backerhefe war sogenannte Germaniahefe der Norddeutschen 
Hefeindustrie A.-G., die Brennereihefe war Reinzuchthefe Rasse M 
des Instituts fiir Garungsgewerbe, im wesentlichen unter den Bedin- 
gungen der PreBhefefabrikation hergestellt, und die Bierhefe war unter- 
girige Hefe der Hochschulbrauerei Berlin. 


1a.a.O. — # Diese Zeitschr. 266, 1, 1933. 
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Als Trockentemperatur wurden gewahlt: 0, 20, 40, 60, 80, 100 und 
120°. Die frischen abgepreBten Hefen (die Bierhefe wurde vorher in fliel}; 
dem Wasser gut gewaschen) wurden durch ein Messingsieb von 2 mi 
Maschenweite gedriickt und dann in ganz diinner Schicht auf Filtrierpay, 
bzw. fiir héhere Trocknungstemperatur auf Glasplatten ausgebreitet. Dic 
Trocknung bei 0 und 20° erfolgte durch mehrtiagiges Liegenlassen in einen 
Raum von entsprechender Temperatur. Die Trocknung bei den héheren 
Temperaturen erfolgte im Brutschrank (40°) oder Trockenschrank innerha|} 
2 bis 8 Stunden. Zur Entfernung der Feuchtigkeit in den Schranken wurde 
entweder Luft durchgeblasen oder die feuchte Luft abgesaugt. 

Die getrockneten Hefen wurden spektroskopisch untersucht und 
der Cytochromfaktor bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 1] 
IIT und LV zusammengestellt. 

Aus den Versuchen ist zu ersehen, da} es méglich ist, auch bei den 
Trockenhefen die charakteristischen Spektralerscheinungen, welche 
die Klassifizierung in Atmungs- und Garungshefen erméglichen, 21 
beobachten. 

Bei Backerhefe war der a-Streifen bei 106° getrockneter Hefe noch 
zu erkennen. Die Trennung der bc-Bande war noch bei Hefe, die bei 81° 
getrocknet worden war, zu beobachten. Bei Brennereihefe konnte der 
a-Streifen und die Doppelstreifennatur von bc bei 86° getrockneter Hefe 
noch wahrgenommen werden. 

Die Folgerung daraus ist, daB bis zu einer Trockentemperatur von 
80 bis 100° die wichtigsten Merkmale der sogenannten Atmungshefen 
a-Streifen und Trennung der bc-Bande, erhalten bleiben und da} bei so 
hoch erhitzten Hefen auf spektroskopischem Wege noch eine Klassifizie 
rung in Hefen von Atmungs- oder Garungstypus moglich ist. Bei Trock- 
nungstemperaturen iiber 100° z. B. mit Walzentrocknern, wie sie fiu 
die Futterhefenherstellung in Frage kommen, versagt die spektroskopische 
Methode. 

Der Cytochromfaktor, der natiirlich nur einen ungefahren Vergleich 
gestattet, sinkt bei Trocknungstemperaturen von 60 bis 80° ploétzlich 
stark ab. Von etwa 80° an verlieren die getrockneten Hefen auch dic 
Quellfahigkeit. Sie setzen sich immer sehr schnell flockig ab. Ebenso 
erschweren die mit steigender Temperatur sich bildenden dunklen 
Farbstoffe die Durchsichtigkeit der Praparate. 

Das Auftreten des a’-Streifens konnte in keinem Falle beobachtet 
werden. Die frische Backerhefe zeigte sehr deutlich die Aufteilung 
der d-Bande in zwei Streifen d,; und ds, wobei in Parallelitat zu bc 
die d,-Bande intensiver ist als d,. Dies beobachteten auch andere 


Forscher!. 


1 K, Shibata u. H. Tamiya, Acta Phytochimica 7, 191, 1933; H. Tamiya 
u. S. Jamagutchi, a.a.O.; A. Fujita u. Th. Kodama, a. a. O. 
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Tabelle II]. Brennereihefe. 











=| 

ge Lage der Banden 

Nr ony Spektrum | ae ihe 

ra 3 a b € d — 

1 Frische Hefe “ a, bc, d 595-610 556—566 545-553 ~— 533 2g 
602 561 549 

2 ‘Trockenhefe 0° a, be, d 595-610 556-566 545—553 533 D4 
602 561 549 

3 “! 20 a, be, d 596-610 556-566 545-553. — 433 25 
603 561 549 

4 2 40 a, be, d 595-610 556—565 545—553 533 24 
602 561 549 

5 af 60 a, bc, d 595-610 556-565 545-553; — 533 24 
602 561 549 

6 Ps 80 a, be. d nt 556—565 545-553 ll 
561 549 

7 ss 100 Be, 545 —565 / 

8 A 120 , 06, _ 545 —565 - ( 


Bemerkungen. 


1: ¢ starker als b; d nach der kurzwelligen Seite sehr unscharf begrenzt 

2: Wie 1. 

3: Wie 2. 

4: Alle Linien sehr unscharf begrenzt, sonst wie 3. 

5: Doppelstreifennatur von bc erst bei sehr starker Verdiinnung zu sehen; 
sonst wie 4. 

6: @ und d auBerordentlich schwach; sonst wie 5. 

7: @ und d nicht mehr sichtbar; bc nicht mehr zu trennen und unschart 
begrenzt. Die Hefe flockt und ist undurchsichtig; sonst wie 6. 

8: Die Hefe flockt und ist undurchsichtig; sonst wie 7. 


Tabelle IV. Bierhefe. 





ae Lage der Banden ¢ 
Nr $2 | Spektrum _ J tx 
= - a b ti d > 
1 | Frische Hefe _ be, d oe 546-565 533 12 
2  Trockenhefe 0° bead 546-564 - 533 10 
3 m 20 | bed — 546-565 — 633 10 
4 pe 40 be, d —~ 546—565 533 9 
5 60 be, d — 545—565 533 7 
6 ” 80 b ct, ‘ —_ { 
7 * 100 C, fe ai ; : 
8 > 120 - - — — 


Bemerkungen. 


1 und 2: cstarker als 6; d nach der kurzwelligen Seite sehr unscharf begrenzt 
3, 4.und 5: Alle Linien unscharf begrenzt, sonst wie 2. 
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6: Nur be als schwacber Schatten. Die Hefe flockt und ist undurchsichtig. 
Nur ¢ als schwacher Schatten. Die Hefe flockt und ist undurehsichtig. 
8: Keine Absorptionsbande zu erkennen. Die Hefe flockt und ist undurch- 
sichtig. 
Zusammenfassung. 

Die spektroskopische Methode zur Klassifizierung und Unter- 
scheidung von Kulturhefen wurde auf Trockenhefen angewanat. 

Es gelangten eine Reihe von Trockenpraparaten teils unbekannter 
Herkunft und meist unbekannter Trockentemperatur zur Unter- 
suchung. Die Backerhefenranarate zeigten deutlich die Merkmale der 
Atmungshefen, den a-Streifen und die Doppelstreifennatur von he. 
Bei den Bierhefen fehlte die a-Bande immer und be waren zu einer 
Bande vereinigt. Von den unbekannten Hefen konnten einige als so- 
genannte Atmungshefen einwandfrei identifiziert werden. Auffallend oft 
wurde der a’-Streifen angetroffen. Bei zwei Hefen wurden der a’-Streifen 
neben dem a-Streifen beobachtet. 

Weiter wurde der EinfluB der Trocknungstemperatur auf das 
Cytochromspektrum bei Backer-, Brennerei- und untergiriger Bier- 
hefe untersucht. Bei Trocknungstemperaturen von etwa 66° ab tritt 
eine deutliche Schwachung der spektralen Erscheinung ein, doch kénnen 
bis zu Trocknungstemperaturen von 80 bis 106° Hefen vom sogenannten 
Atmungstypus von solchen mit unvollstandigem Cytochromspektrum 
unterschieden werden. Bei tiber 106° getrockneten Hefen versagt auch 
diese Methode. Die Cytochrommenge, wofiir der Cytochromfaktor 
als ungefahrer Mabstab diente, nimmt bei Trocknungstemperaturen 
itber 60° rasch ab. 


Biochemische Zeitschrift Band 304. 30 
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Zur Technik der Bestimmung des Redoxpotentials 
im strémenden Blute. 
Von 
R. Seyderhelm und Joh. Thyssen. 
(Aus der Medizin, Klinik am Hospital zum Heiligen Geist, Frankfurt a. M, 
(Eingegangen am 253, Mdrz 1910.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Gemeinsam mit AK. Malli veréffentlichten wir eine Methode der 
Jestimmung des Redoxpotentials im strémenden Blute!. Gleichzeitig 
durchgefiihrte Untersuchungen mit dem Blute gleicher Kranker in vitro 
ergaben einen Unterschied, der als weit jenseits der Fehlerquelle 71 
bezeichnen war, und der uns veranlabte, speziell der Elektrodenfrage 
niherzutreten. Wie auch in der gleichen Zeitschrift im Anschlui an 
unsere Arbeit Zucker und Capaldi? hervorgehoben haben, ist die Fray: 
der Isolierung der durch die Haut gefiihrten Ableitungselektrode 
das gleiche gilt auch fiir die py-Bestimmung im strémenden Blute, mit 
der sich die genannten Verfasser speziell beschaftigt haben von 
ausschlaggebender Bedeutung. Wir waren von vornherein der Meinung, 
da® die Unterschiede der in vivo- und in vitro-Messungen auf das Fehlen 
einer geniigenden Lsolierung der Elektrode gegen das Haut- und Unter- 
hautzellgewebe zuriickzufiihren seien. Zunachst wurden zwecks Ce- 


winnung exakter Grundlagen ausfiihrliche Untersuchungen mittels der 


in vitro-Methodik durchgefiihrt, iiber die L. Meier in der ,,Biochemischen 
Zeitschrift’ berichtet hat’. Die damals angekiindigten weiteren experi 
mentellen Untersuchungen, die eine isolierte Elektrode zum Ziele hatten 
haben wir inzwischen auf den verschiedensten Wegen fortgesetzt. 


Bei der immer gr6éBeren klinischen Bedeutung, die der Messung 
des Redoxpotentials zukommt, méchten wir im folgenden kurz eine 
Methode schildern, die es relativ leicht gestattet, eine vOllig isoliert« 
Klektrode herzustellen. 

Im Gegensatz zu den Versuchen der ersten Ver6ffentlichung 
benutzten wir jetzt eine gréBere Hohlnadel (s. Abb. 1) aus Platin*?. Di 


Ableitung des Stromes geschieht nicht mehr wie frither am Ende der 


' Seyderhelm, Mulli u. Thyssen, Miinch. med. Wochenschr. 1937, 
Nr. 16, 8S. 620. 2 Zucker u. Capaldi, ebenda 1988, Nr. 3, S. 108 
3 LL. Meier, diese Zeitschr. 303, 32, 1939. 4 Hersteller Nadelfabrik Kratz 
Frankfurt a. M., BurgstraBe. 
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Nadel, sondern seitlich, so daB die frither stérende Beriihrung zwischen 
Blut und eingefiithrtem Stépsel der Abieitungsschnur nicht mehr statt- 
finden kann. Das Ende A der Nadel wird mit einer Gummikappe ver- 
schlossen, die wahrend der Messung jederzeit entfernt werden kann. 
um festzustellen, ob die Elektrodenkaniile vorschriftsmabig in der 
Vene liegt (Blutaustritt am Ende A der Nadel). 

Zur Isolierung eignet sich am besten ein farbloser Nitro-(Cellulose-) 
Lack!, der den Vorteil hat, einerseits fest an der Nadel zu haften und 
nicht abzusplittern und andererseits drei bis vier Sterilisationen der 
Nadel in kochendem Wasser aushilt. Die Bestreichung mit diesem 





Abb. 1. 


Lack erstreckt sich auf die ganze Nadel mit Ausnahme eines zirkularen 
Bandes (Bb) kurz hinter der Nadelspitze. Nur an dieser Stelle und im 
Innern der Kaniile kann das Blut mit dem Platin in Beriihrung treten. 
Voraussetzung fiir ein sicheres Arbeiten mit diesem Isolationsiiberzug 
ist die Kontrolle desselben vor und nach jeder intravitalen Messung. 
Zwecks Ausfiithrung dieser Kontrolle wird die Nadel von der Spitze 
bis kurz jenseits des Bandes B mit Paraffin umbiillt (am besten durch 
Einstecken in einen kleinen Paraffinblock) und dann in eine beliebig« 
Potentiallésung gebracht. Ist die Isolation vollkommen, so darf kein 
Ausschlag des Potentiometers erfolgen. Defekte in der [solation zeigen 
sich dagegen sofort durch Ausschlige an. Ist nach mehreren Messungen 
die Isolation schadhaft, so laBt sich der Lackiiberzug sehr leicht mit 
einem scharfen Messer abspainen, woraufhin die Nadel wieder neu 
isoliert werden kann. Mit’ dieser Methode gelang es, nahezu gleiche 
Werte bei der in vivo- wie bei der in vitro-Messung zu erhalten. Als 

' Zu beziehen durch Farbenhaus Jenisch, Frankfurt a. M., Gr. Hirsch- 
graben, als Nitrolack Nr. 8531. 
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Beispiele von  gleichzeitigen Messungen seien folgende Werte 


gefiihrt : 





Ni In vitro In vivo Nr. In vitro In vivo 
l 91 mV* 95 mV 3 103 mV 106 m\ 
2 150 9s BBO 45 4 Plt w& — 118 


* Bezogen auf die Kalomel-Elektrode. 


Sicherlich ist diese Methode der Isolation noch nicht die letzte 
Losung des Problems, doch bedeutet sie unseres Erachtens einen 
wichtigen weiteren Schritt auf dem Wege der Bestimmungsmethodik 


des Redoxpotentials im stromenden Blute. 
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